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VOORWOORD 
Kennis en inzicht in de morfologie, biochemie en fysiologie van het 
kraakbeen in de condylus mandibulae zijn niet alleen van groot belang 
om uitgesproken afwijkingen in de groei van de onderkaak te kunnen 
voorkomen of te corrigeren, maar ook om niet harmonische variaties in 
een gelaatsconfiguratie meer gericht te kunnen behandelen. In dit proef-
schrift wordt een bijdrage geleverd aan het hierboven omschreven ter-
rein, enerzijds door de groei van het condylaire kraakbeen bij ratten met 
diverse technieken nader te bestuderen en anderzijds door een methode 
te ontwikkelen waarmee de groei van het condylaire kraakbeen onder 
gestandaardiseerde weefselkweek-omstandigheden kan worden geanaly-
seerd. Daarmee wordt de weg geopend tot het uitvoeren van gerichte en 
goed controleerbare experimenten, waarmee de invloed van afzonderlijke 
groeifactoren, zoals hormonen, vitaminen, enzymen, etc , op het condylaire 
kraakbeen kan worden nagegaan. 
9 

HOOFDSTUK I 
INLEIDING 
Het kaakgewncht vormt een essentieel onderdeel van het tandkaak-
stclsel. Bij zoogdieren is het in vele opzichten een opmerkelijk gewricht, 
dat zich van de meeste andere synoviale gewrichten onderscheidt in 
fylogenese, ontogenèse en anatomie Ook de histologische structuur is 
anders; de articulaire vlakken bestaan niet uit kraakbeen, maar uit fibreus 
bindweefsel. In de condylus mandibulae * bevindt zich onder deze bind-
weefsellaag een kraakbeenkap, die tijdens de groeiperiode een belangrijke 
rol speelt bij de vergroting van de onderkaak. Door chondrogenese en 
enchondrale verbening vindt verlenging van de ramus ascendens mandi-
bulae plaats. Over de factoren die de groei van het condylaire kraakbeen 
en daarmede de groei van de onderkaak regelen, bestaan uiteenlopende 
opvattingen. Scott (1962), Weinmann en Sicher (1964), Brodie (1964) en 
Bjork (1963, 1972) menen, dat de groei van het condylaire kraakbeen 
hoofdzakelijk wordt gereguleerd door in dit weefsel zelf aanwezige fac-
toren. Daarentegen zijn Moss (1962, 1968, 1971) en Koski (1965) van 
mening, dat de groei van het condylaire kraakbeen wordt bepaald door 
factoren uit de omgeving. Deze opvattingen zijn nauw verbonden met de 
theorieën over de regulering van de groei van de gehele schedel. Voor 
een recent overzicht hiervan wordt verwezen naar Van Limborgh (1971). 
Een deel van de problematiek rondom de theorieën over de regulatie 
van de schedelgroei schuilt in het gebrek aan kennis van de morfo-
genetische factoren. Over hun aantal, aard en hun werkwijze op cellulair 
en moleculair niveau is weinig bekend, ondanks het intensieve experi-
mentele speurwerk, dat de laatste decennia is verricht. Dullemeyer (1972) 
wijst er op, dat bovendien aan de experimentele benadering zelf proble-
men kleven, die niet mogen worden onderschat. Hij doelt hierbij op 
tegenstrijdige resultaten, controversiële interpretaties van uitkomsten, ver-
gelijkbaarheid van proeven en de overdrachtelijkheid van proefdierresul-
taten naar de situatie bij de mens. Deze algemene problemen zijn ook 
aanwezig bij het onderzoek naar factoren, die de groei regelen van het 
condylaire kraakbeen en de onderkaak. 
De experimenten die betrekking hebben op de groei van het condylaire 
kraakbeen, kunnen in een aantal categorieën worden ingedeeld : 
— condylectomieen (Sarnat, 1957; Jolly, 1961; Gianelly en Moorrees, 
1965; Choukas et al., 1966; Sarnat en Muchnic, 1971). 
* in het vervolg kortweg condylus genaamd 
11 
— occlusale veranderingen (Breitner, 1930; Baume en Derichsweiler, 
1961; Polke en Stallard, 1966; Gupta et al., 1971; Moffett, 1971). 
— kunstmatige infecties (Weiss, 1968). 
— toediening van hormonen (Becks et al., 1948; Meyer et al., 1967). 
— vitaminedeficienties (Irving en Durkin, 1965; Gonne et al., 1970). 
— transplantaties (Koski, 1965; Duterloo, 1967; Duterloo en Wolters, 
1971). 
— weefselkweekexperimenten (Charlier en Petrovic, 1967; Glasstone, 
1968, 1971; Melcher, 1971). 
De hierboven als laatste aangegeven categorie verschilt van de eerder 
vermelde in die zin, dat het aantal niet controleerbare en vermoedelijk 
ook het aantal niet onderkende factoren aanzienlijk geringer is. Daardoor 
is het dan ook beter mogelijk te beoordelen of de waargenomen effecten 
het directe dan wel indirecte gevolg zijn van een bepaalde ingreep. Tot 
op heden is naar ons weten geen onderzoek beschreven, waarbij men 
erin is geslaagd condyh in weefselkweek tot groeien te brengen. Het 
streven naar het ontwikkelen van een methode daartoe vormde, naast het 
vermeerderen van kennis en inzicht in de groei van de condylus in situ, 
de motivatie tot het hier gepresenteerde onderzoek. Met het ontwikkelen 
van een gestandaardiseerde orgaankweekmethode voor het condylaire 
kraakbeen zou de weg kunnen worden geopend tot gerichte en goed 
controleerbare experimenten. 
Verschillende in de literatuur vermelde onderzoeken rechtvaardigden de 
verwachting, dat een kweekmethode voor condyh zou kunnen worden 
ontwikkeld. Zo bleek uit onderzoekingen van Glasstone (1968, 1971) dat 
het condylaire kraakbeen zich in vitro kan ontwikkelen uit mesenchymale, 
mandibulaire weefselsegmenten van 13 dagen oude muizeembryo's. Mel-
cher (1971) kweekte hele mandibulae van 18 dagen oude muizefoetussen; 
de organisatie en normale ontwikkeling van het condylaire kraakbeen 
gingen echter verloren. Charlier en Petrovic (1967) kweekten condyh van 
vijf, tien en vijftien dagen oude ratten. Hun explantaten werden echter 
met langer en niet breder. Later bleek dat in hun experimenten de 
proliferatie direct na explantatie stopte (Petrovic, 1972). 
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek heeft tot doel, naast een 
vermeerdering van kennis en inzicht in de normale groei van de condylus, 
een gestandaardiseerde kweekmethode te ontwikkelen, waardoor het 
condylaire kraakbeen in vitro groeit met behoud van de histologische 
organisatie. De gegevens verkregen uit de m vitro experimenten, worden 
uitgebreid vergeleken met de groei in vivo. In het onderzoek zijn ver-
werkt celproliferatie en -differentiatie, metrische veranderingen, histo-
chemische aspecten en ultrastructurele veranderingen. 
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HOOFDSTUK II 
MATERIAAL EN METHODEN 
In dit hoofdstuk worden algemene gegevens verstrekt over het materiaal 
en de methoden, die bij dit onderzoek zijn gebruikt. Specifieke aspecten 
zijn als regel in de betreffende hoofdstukken behandeld. 
2.1. OVERZICHT VAN DE WERKWIJZE 
De algemene opzet van de kweekexperimenten is schematisch weergegeven 
in figuur II-l. 
Fig. II-l. Schematische weergave van de experimentele procedure. 
a = geéxtirpeerde helft van de mandíbula. 
b = afgeknipte condylus. 
с = drie condyli in een kweekschaal met raster. 
Na extirpatie van beide helften van de mandíbula uit rattefoetussen wer-
den de condyli afgeknipt en in kweekschalen gebracht. Per kweekschaal 
werden telkens drie condyli op vloeibare media gekweekt. 
Ter vergelijking van de veranderingen die in vitro optreden met de ver-
anderingen tijdens de normale ontwikkeling in vivo, werden controle-
condyli verzameld van ratten, waarvan de leeftijd overeenkwam met die 
van de gekweekte condyli. Het controlemateriaal onderging bij de diverse 
onderzoektechnieken steeds dezelfde behandeling als de gekweekte condyli. 
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2.2. PROEFDIEREN 
Foetussen en neonati van de Wistar Albino rat dienden als proefdieren. 
De ouders werden gefokt in het Centraal Dierenlaboratorium van de 
Katholieke Universiteit te Nijmegen (hoofd : Dr. M. J. Dobbelaar) en 
onder normale laboratoriumcondities verzorgd. 
De leeftijd van de voor het onderzoek gebruikte ratten varieerde van 
19 tot en met 24 dagen post inseminationem (p.i.). De dag van inseminatie 
werd bepaald door middel van een vaginale uitstrijk, die 's morgens om 
9.00 uur werd genomen, nadat gedurende de voorafgaande 16 uren de 
mannetjes en vrouwtjes bij elkaar waren gezet. Indien de uitstrijk positief 
was, gold de dag waarop deze was genomen, als de dag van inseminatie. 
Op deze dag werden de embryo's als nul dagen en op de daaropvolgende 
dag als één dag oud ( = een dag p.i.) beschouwd. De geboorte vond 
plaats op de 21ste of 22ste dag p.i.. 
2.3. PREPAREERTECHNIEK 
De voor kweekexperimenten bestemde proefstukjes werden uitgeprepa-
reerd met gesteriliseerde instrumenten en materialen. 
2.3.1. HET VERWIJDEREN VAN DE CONDYLI UIT DE FOETUSSEN 
Met een intraperitoneale injectie van 0,3 ml Nembutal (Abbott SA, 
Frankrijk) werden de zwangere ratten onder narcose gebracht. Na 
jodering van de vacht werd de buikholte door een mediane incisie ge-
opend. De uterus werd uit de buikholte genomen en in een petrischaal 
gelegd. De foetussen werden nu één voor één verwijderd en van hun 
vruchtvliezen ontdaan. De bek van het foetus werd geopend door de nek 
tussen een pincet te klemmen. Vervolgens werden de wangen met een 
schaartje tot aan het uitwendige oor ingeknipt. Door de maxilla met een 
anatomisch pincet vast te houden, kon dan de mandíbula met een tweede 
pincet worden geëxtirpeerd. De mandibulae werden verzameld in een 
petrischaal met Hank's oplossing. Onder een dissectiemicroscoop werden 
de condyli met behulp van een cataractschaartje op ongeveer 1,5 mm 
lengte afgeknipt, loodrecht op de bottrabeculae die het condylaire kraak-
been omgeven. De condyli werden in een met kweekmedium gevulde 
petrischaal verzameld en gespoeld. 
2.3.2. HET VERWIJDEREN VAN DE PIJPBEENDEREN UIT DE FOETUSSEN 
De foetussen werden uit de uterus verwijderd op de wijze als onder 2.3.1. 
is beschreven. Hierna werden beiderzijds ulna, radius en humerus met 
behulp van pincet en cataractmesje in een petrischaal, gevuld met een 
fysiologische zoutoplossing, uitgeprepareerd. De spieren en pezen werden 
zoveel mogelijk verwijderd zonder het periosteum te beschadigen. Direct 
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hierna werden de pijpbeenderen in een petrischaal met kweekmedium 
verzameld en gespoeld. 
De ulna en radius werden in hun geheel gekweekt. Van de humerus 
werd de proximale epiphyse met de metaphyse afgeknipt en in kweek 
gebracht. 
2.3.3. HET VERWIJDEREN VAN DE CONDYLI UIT DE JONGE RATTEN 
Na de dieren door een overdosis ether gedood te hebben, werden de 
huid, spieren en fasciën aan de buccale zijde van de mandíbula tot aan 
het uitwendige oor losgeknipt, zodat de condylus vrij kwam te liggen. 
De condyli werden weer loodrecht op de bottrabeculae afgeknipt en 
vervolgens in een fysiologische zoutoplossing gespoeld en daarna gefixeerd. 
2.4. ORGAANKWEEKMETHODE 
Bij de kweekprocedures werden steriele materialen en instrumenten ge-
bruikt. De condyli werden met een pipet uit de petrischaal opgezogen 
en op staalrasters (No. 3014, Falcon Plastics, Los Angelos, California, 
U.S.A.) gelegd in wegwerp kweekschalen (No. 3010, Falcon). Deze 
rasters passen precies op een voor het medium bestemde holte (Fig. II-l). 
Rondom deze holte bevindt zich een gootje met een ring van absorbe-
rende cellulose, waarop 4 ml aqua tridestillata werd gebracht om het 
interieur van de kweekschaal vochtig te houden. In iedere kweekschaal 
werd onder het staalraster zoveel medium gepipetteerd, dat de mazen 
van het raster zich vulden. Hierdoor had slechts één zijde van de op 
het raster liggende condyli contact met het medium, terwijl de andere 
zijde in contact stond met het gasmilieu. Het voordeel van deze methode 
is dat de vochtigheid van de explantaten controleerbaar is door de hoe-
veelheid kweekmedium te variëren. Hierdoor kan een zeker evenwicht 
tussen zuurstofvoorziening en toevoer van in water oplosbare voedings-
stoffen worden nagestreefd. 
2.4.1. MEDIA EN GASMILIEU 
De volgende media werden gebruikt : 
— TC Medium BGJ (code 5047, Difco) : een synthetisch medium, bereid 
volgens recept van Biggers et al. (1961); 
— TC Medium BGJ + 10 % TC foetaal kalfsserum (FKS) (code 5065, 
Difco); 
— TC Medium BGJ + 10 % paardeserum (PS); 
— TC Medium BGJ + 10 % TC foetaal kalfsserum + 3 0/o kippe-
embryo-extract (ЕЕ); 
— TC Medium Eagle, HeLa (code 5764, Difco) + 10 % paardeserum + 
3 % kippeëmbryo-extract. TC Medium Eagle, HeLa, is het synthe-
tische basismedium volgens Eagle (1955). 
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De synthetische media en het foetale kalfsserum worden door Difco 
Laboratories (Detroit, Michigan, USA.) in droge vorm geleverd. Volgens 
voorschrift van de fabrikant werden ze voor het gebruik gerehydreerd 
en daarna gesteriliseerd door middel van filtratie door een Seitz-filter 
(soort : EKS). Het paardeserum en kippeembryo-extract werden bereid 
volgens het voorschrift van Paul (1970). 
Bactenegroei werd voorkomen door toevoeging van 100 eenheden penicil­
line en 0,05 mg streptomycine per ml medium. De kweekschalen stonden 
gedurende de kweekpenode in een gasdichte kast van plexiglas, gevuld 
met een mengsel van 95 % lucht en 5 % CO2. Het medium en het gas-
miheu werden om de twee dagen ververst. Tevens werden de condyli dan 
omgekeerd, zodat de zijde die eerst tegen het medium lag, nu in contact 
kwam met het gasmiheu en omgekeerd. De temperatuur werd voort­
durend op 37" С gehouden. 
2.5. METINGEN 
Voor het verrichten van metingen tijdens de kweekpenode werden de 
kweekbakjes onder een dissectiemicroscoop met een draadoculairmicro-
meter geschoven. Gewerkt werd bij een vergroting van 25 maal. De 
lengte van de condyli (Fig. II-2) werd gemeten direct na het plaatsen 
in de kweek, bij het verversen van het medium en aan het einde van de 
kweekpenode. De breedte werd in het begin en aan het einde van de 
kweek bepaald. 
breedte 
U J 
lengte 
_L 
Fig II 2 Schematische weergave van de wijze waarop 
de lengte en breedte van de condyli werden gemeten 
Bij een poging de meetfout te schatten, die bij het meten van de lengte 
in het begin van de kweek werd gemaakt, bleek dat de lengte in het 
eerste half uur van de kweek systematisch kleiner werd en wel met 
gemiddeld 36 μπι. Hierdoor kon de meetfout in het begin van de kweek 
niet worden bepaald. Aangenomen mag worden, dat door dit verschijnsel 
de uiteindelijk geconstateerde lengtetoename met werd overschat. De 
meetfout aan het einde van de kweek werd aan de hand van tnplodeter-
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minaties geschat op 12 μπι. De fout, veroorzaakt door het omkeren 
van het explantaat bij het verversen van het medium, werd met behulp 
van dubbeldeterminaties geschat op 28 μπι. 
2.6. FOTOGRAFIE 
Een aantal condyli werd in het begin en aan het einde van de kweek 
gefotografeerd op Gevaert-Agfa 50B65 35 mm film met een Zeiss Contarex 
camera, die daartoe op de dissectiemicroscoop was gemonteerd. Van de 
op gestandaardiseerde wijze vervaardigde afdrukken werden overtrek-
tekeningen gemaakt op acetaatpapier. Om vormveranderingen te kunnen 
nagaan, werden deze tekeningen op het knipvlak gesuperponeerd. 
2.7. HISTOLOGIE EN HISTOCHEMIE 
De voor de histologische en histochemische technieken gebruikte chemi­
caliën waren, indien niet anders vermeld, afkomstig van E. Merck A.G. 
(Darmstadt, West-Duitsland). 
2.7.1. FIXATIE 
De condyli en pijpbeentjes, die bestemd waren voor kleuring met haema-
toxyline-eosine of met perjoodzuur-Schiff, werden gefixeerd in het mengsel 
volgens Bouïn. Fixatie van de voor andere kleuringen bestemde condyli 
gebeurde in een 0,4 % oplossing van 5-aminoacridine hydrochloride 
(BDH, Poole, Groot-Brittannië) in 70 % ethanol; de oplossing bevatte 
tevens 4 % formaldehyde (Jansen, 1971). Na fixatie gedurende 24 tot 
48 uren werden de condyli in afwachting van verdere bewerking in 70 % 
ethanol bewaard. 
2.7.2. BEWERKING 
Voor materiaal van foetussen jonger dan 21 dagen p.i., was ontkalking 
niet nodig. De condyli van 21 dagen p.i. en ouder werden gedurende 
vijf dagen ontkalkt in een 10 % oplossing van het natriumzout van EDTA 
bij pH 7,0. De weefselstukjes werden in een ethanolreeks doorgevoerd 
en daarna ingebed in Paraplast Plus (Sherwood, St. Louis, Missouri, 
U.S.A.). Van de condyli werden serie-coupes gesneden van 7 μπι dikte, 
parallel aan het vlak door de lengte-as en de grootste doorsnede (Fig. II-3). 
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PROXIMAAL 
(gewrichtszijde) 
Fig II 3 Snijrichting van de coupes De coupes wer 
den parallel aan het gestippelde vlak gesneden De 
oriëntatie van dit vlak komt « in situ » overeen met 
een sagittale doorsnede 
(snijvlak) 
DISTAAL 
De coupes werden met albumine op objectglaasjes geplakt en na kleuring 
ingesloten met Eukitt (Kindier, Freiburg, West-Duitsland). Als regel wer-
den series samengesteld, waarbij op ieder objectglas overeenkomende 
coupes van de te bestuderen stadia m vitro en in vivo waren gebracht 
(Fig. IM). 
Fig II 4 Schematische weergave van een 
obiectglas, waarop overeenkomende coupes 
van de diverse stadia in vitro en in vivo 
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Opeenvolgende objectglaasjes van dergelijke senes werden verschillend 
gekleurd, zodat parallelcoupes met verschillende kleuringen konden wor­
den bekeken. Op deze wijze konden de te vergelijken coupes van gekweekt 
materiaal en controlemateriaal op identieke wijze worden gekleurd. Hier­
door was de vergelijkbaarheid van de kleurreactie optimaal. 
2 7 3. KLEURINGEN 
De volgende kleuringen werden gebruikt : 
— haematoxyhne-eostne (H E.) volgens Delafield (Adam en Czihak, 
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1964) voor een algemeen overzicht van het preparaat en de bestu-
dering van de cellulaire structuren. 
— perjoodzuur-Schiff (PAS), (Schillings, 1964) voor lokalisatie van PAS-
positieve stoffen. Controle op de aanwezigheid van glycogeen vond op 
parallelcoupes plaats d.m.v. de diastasetest. De coupes werden gedu-
rende twee uren bij kamertemperatuur blootgesteld aan een 1 % 
oplossing van diastase in aqua destillata. Onder deze omstandigheden 
wordt het glycogeen volledig gehydrolyseerd (Graumann en Clauss, 
1959). 
— Von Kossa's methode (Adam en Czihak, 1964) voor het aantonen 
van calcium. 
— tolutdine blauw (Adam en Czihak, 1964) voor het aantonen van ge-
sulfateerde glycosaminoglycanen, die metachromatisch met toluidine 
blauw kleuren. Omdat in water de metachromasie het beste tot zijn 
recht komt, werd een deel der coupes in water ingesloten (Pearse, 
1968). 
— Astrablau (Bloom en Kelly, 1960). Deze kleuring maakt het mogelijk 
met behulp van de cntische electrolyt concentratie (CEC) methode 
quahtatief onderscheid te maken tussen niet gesulfateerde en gesulfa-
teerde glycosaminoglycanen. In afwijking van het voorschrift van Scott 
en Dorling (1965) voor de CEC-methode, werd Astrablau gebruikt in 
plaats van Alcian blauw. Volgens Bloom en Kelly (1960) kleurt onder 
gestandaardiseerde omstandigheden het Astrablau glycosaminogly-
canen meer specifiek dan Alcian blauw. Jansen (1971) heeft in vitro 
de CEC-methode voor Astrablau getoetst en vond dat bij pH = 
4,0 hyaluronzuur bij een MgCI¿ concentratie > 0,2 M, chondroitine 
sulfaat > 0,4 M en héparine > 0,7 M niet meer kleurde. De coupes 
werden gekleurd in 0,1 % Astrablau m 0,025 M acetaatbuffer bij een 
pH = 4,0 gedurende 30 minuten. De volgende concentraties MgCl2 
werden gebruikt : 0,05 M; 0,3 M; 0,5 M en 0,8 M. 
— Astrablau - PAS. Deze kleuring, die een combinatie is van de reeds 
eerder genoemde perjoodzuur-Schiff reactie en de Astrablau kleuring, 
geeft in dezelfde coupe een goede differentiatie tussen neutrale car-
bohydraten en glycosaminoglycanen. 
2.8. ELECTRONENMICROSCOPIE 
De condyh werden zo vlug mogelijk in 2 % glutaaraldehyde in 0,1 M 
cacodylaat buffer (pH 7,0 - 7,2; 410 - 420 mOsm) gebracht en drie uren 
bij 4° С gefixeerd. Hierna werden ze drie uren tot twee dagen bij dezelfde 
temperatuur gespoeld in 0,1 M cacodylaat buffer met 7 % sucrose (pH = 
7,0 - 7,2; 425 - 440 mOsm). De nafixatie van een uur gebeurde in 1 % 
osmiumtetroxyde in veronalacetaat buffer. Een aantal condyh werd direct 
in osmiumtetroxyde gefixeerd. Na een uur spoelen in de veronalacetaat 
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buffer werden de condyli bij kamertemperatuur in stijgende concentraties 
alcohol gedehydreerd en vervolgens in Epon 812 (Luft, 1961) ingebed. 
Als routine werden de coupes met gla7en messen (LKB Kmfemaker 7800 A) 
of diamantmessen (Reichert) op een Reichert OMU2 ultramicrotoom ge­
sneden. Semi-dunne coupes (0,5 μιτι) werden ongekleurd onder een fasen-
contrastmicroscoop bestudeerd voor de selectie van belangrijke gebieden 
of met 5 % toluidine blauw in een 2 0/o borax oplossing gekleurd. Koperen 
gridjes (100 - 200 mesh), voorzien van een formvarvhes, dienden voor 
het opvangen van de grijze coupes. Na contrastering gedurende 30 minuten 
in verzadigd uranylacetaat (Watson, 1958) werden de coupes gespoeld 
met aqua bidestillata, gedroogd en vervolgens weer 15 minuten gekleurd 
in C02-vrij loodcitraat (Reynolds, 1963). Tenslotte werden de coupes, na 
drie maal gespoeld te zijn in aqua bidestillata, gedroogd. De dunne 
coupes werden bestudeerd met een Philips EM 300 electronenmicroscoop. 
De foto's werden genomen met een 35 mm camera op Kodak FGP film 
bij 60 kV.. Opnamen van overzichtsvergrotingen werden gemaakt met 
een diffractie-diaphragma van 100 μπι of 200 μτη bij 60 - 80 kV.. 
2.9. AUTORADIOGRAFIE MET GETRITIEERD THYMIDINE 
(Ή-TdR *) 
2 9 1 TOEDIENING IN VIVO 
Experimentele groep : 19 dagen zwangere ratten kregen een enkele dosis 
1 μΏ 3H-TdR per gram lichaamsgewicht intraveneus geinjiceerd. Twee 
uren na injectie werden de foetussen verwijderd. Van iedere foetus werd 
één condylus gekweekt. De contralaterale condylus werd na spoelen in 
een fysiologische zoutoplossing, in het mengsel volgens Bouin gefixeerd 
en diende als begmcontrole van de gekweekte condylus. De kweek-
penoden duurden een, drie of vijf dagen. 
Controlegroep : evenals bij de experimentele groep kregen 19 dagen 
zwangere ratten een enkele dosis 1 μCl 'H-TdR per gram lichaamsgewicht 
intraveneus geinjiceerd. De overlevingstijd van de foetussen (gerekend 
vanaf twee uren na injectie) varieerde van een tot en met vijf dagen. De 
condyh werden uit de foetussen en de jonge ratten verwijderd op de 
onder 2.3. beschreven manier. 
2 9 2. TOEDIENING IN VITRO 
Om plaats en grootte van de premitotische activiteit in vitro te onder­
zoeken werd het laatste uur van diverse kweekpenoden het medium 
vervangen door medium, dat 1 μCl 3H-TdR per ml bevatte. 
* Thymidine (methyl-Η3), spec, act 5Ci/mmol 
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2.9.3. BEWERKING 
Alle condyli werden 24 uren in het mengsel volgens Bouïn gefixeerd en 
verder behandeld op de onder 2.7.2. beschreven wijze. Om de coupes 
optimaal vergelijkbaar te maken werden, evenals bij de histochemische 
procedures, verschillende kweekstadia met de bijbehorende controles op 
een objectglas gebracht. De belichting van de coupes uit experiment 2.9.1. 
duurde acht weken; die van de coupes uit experiment 2.9.2. twee weken. 
De coupes werden door de emulsie heen licht gekleurd met haema-
toxyline-eosine. Een cel werd als gemerkt beschouwd, als er tenminste 
vijf korrels boven de kern lagen. 
2.10. STATISTIEK 
Het cijfermateriaal werd statistisch bewerkt door de Mathematisch 
Statistische Afdeling van de Katholieke Universiteit te Nijmegen (hoofd : 
Drs. Ph. van Eiteren). Bij de analyses werd gebruik gemaakt van de 
tekentoets, de enkelvoudige variantie-analyse, de correlatiecoëfficiënt van 
Pearson, de toets van Terpstra en de toets van Student voor twee steek-
proeven en voor één steekproef. 
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HOOFDSTUK III 
DE HISTOLOGISCHE OPBOUW VAN DE 
CONDYLUS MANDIBULAE 
3.1. INLEIDING 
Om de bevindingen uit de in vivo en de in vitro experimenten beter te 
kunnen beoordelen, werd de ontwikkeling van de condylus tot 19 dagen 
p.i. aan de hand van literatuurgegevens geanalyseerd. Verder werd de 
opbouw van de condylus in vivo gedetailleerd bestudeerd aan materiaal 
in de leeftijd van 19 tot en met 24 dagen p.i.. 
Duterloo en Jansen (1969) observeerden bij 16 dagen oude rattefoetussen 
distaal van het mandibulaire blastema een condensatie van mesenchymale 
cellen : het condylaire blastema. Zij toonden door middel van histo-
chemische technieken aan, dat reeds op 17 dagen p.i. kraakbeenvorming 
in het condylaire blastema plaatsvindt en dat het kraakbeen in dit sta-
dium nog niet met de mandíbula is verbonden. Op 18 dagen p.i. is de 
mandíbula volledig aangelegd. Het condylaire kraakbeen is dan sterk 
naar caudaal uitgegroeid en heeft de vorm van een « peen », waarvan 
de punt ter hoogte van de kiem van de eerste molaar ligt. Met uitzon-
dering van het proximale deel (de gewnchtskant) is het kraakbeen gevat 
in een dunne tot de mandíbula behorende botschede. Op 19 dagen p.i. 
treedt in de punt van het kraakbeen erosie op, terwijl in de volgende 
stadia daar enchondrale verbening plaatsvindt. Aan het proximale uiteinde 
vindt tegelijkertijd snelle kraakbeengroei plaats. 
Vele auteurs (o.a. Blackwood, 1966; Polke en Stallard, 1966; Duterloo, 
1967; Kanouse et al., 1969) menen dat het condylaire kraakbeen in lagen 
is opgebouwd. De meningen over het aantal lagen en de celsoorten in 
diverse lagen zijn echter verdeeld. De oorzaak hiervan is wellicht dat de 
betrokken onderzoeken met de hchtmicroscoop werden uitgevoerd, het-
geen de celkarakterisering bemoeilijkt. Bovendien ziet men vaak een 
geleidelijke overgang van de ene laag naar de andere en is er geen 
scherpe begrenzing. 
Het eigen onderzoek concentreert zich vooral op de histologische opbouw 
van de condylus op 19 dagen p.i.. Dit stadium werd zowel licht- als 
electronenmicroscopisch onderzocht. Met het electronenmicroscopisch 
onderzoek werd gepoogd een duidelijker beeld te verkrijgen van het soort 
cellen in de verschillende lagen. De verdere ontwikkeling van 20 tot en 
met 24 dagen p.i. werd alleen hchtmicroscopisch bestudeerd. Histo-
chemische aspecten van het condylaire kraakbeen in vivo zullen in hoofd-
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stuk VII worden besproken samen met histochemische aspecten van dit 
kraakbeen in vitro. 
3.2. MATERIAAL EN METHODEN 
Voor het lichtmicroscopisch onderzoek werden 48 condyli van ratten die 
in leeftijd varieerden van 19 tot en met 24 dagen p.i., gebruikt. Alle 
condyli werden op dezelfde wijze uitgeprepareerd en histologisch be-
werkt, als de condyli die voor de kweekexperimenten waren bestemd. 
Voor het lichtmicroscopisch onderzoek werden de coupes met H.E. ge-
kleurd. Achttien condyli van 19 dagen oude foetussen werden clectronen-
microscopisch onderzocht. Verdere gegevens over de gevolgde methoden 
staan vermeld in hoofdstuk II. 
3.3. RESULTATEN 
3.3.1. LICHTMICROSCOPIR, 19 DAGEN P.I. 
Figuur III-l is een overzichtspreparaat van het gebied rond het caudale 
deel van de mandíbula op 19 dagen p.i.. De condylus wordt door de 
duidelijk zichtbare bovenste gewrichtsspleet en de aanleg van de discus 
articularis gescheiden van het os squamosum. De onderste gewrichtsspleet 
verschijnt nu ook tussen de aanleg van de discus en het proximale opper-
vlak van de condylus. Een sagittale doorsnede van de condylus is weer-
gegeven in figuur III-3. Daarin kunnen drie lagen worden onderscheiden 
en wel van proximaal naar distaal achtereenvolgens (Fig. III-5) : 
Laag I : de articulaire laag. 
Laag II : de chondrogene laag. 
Laag III : de kraakbeenlaag. 
De articulaire laag bestaat uit platte fibroblasten met een vezeligc tussen-
substantie (Fig. III-2). Deze weefsellaag is drie à vier cellen dik en gaat 
aan de zijkanten over in de fibreuze laag van het perichondrium (Fig. 
ІІІ-З). 
In de chondrogene laag liggen de cellen zo dicht op elkaar, dat de begren­
zingen van deze cellen nauwelijks zijn te zien. De kernen zijn over­
wegend rond en bevatten twee à drie nucleoli. De chondrogene laag is 
in het midden het dikst, wordt perifeer dunner en gaat geleidelijk over 
in het celrijke deel van het perichondrium. Mitoses komen verspreid 
voor; de cellen delen met hun delingsas in alle richtingen (Fig. III-2). 
De kraakbeenlaag bestaat uit hyalien kraakbeen, dat distaal gaat calcifi-
ceren. Van proximaal naar distaal verandert het celbeeld in de kraakbeen-
laag geleidelijk. De cellen in het bovenste deel zijn betrekkelijk klein en 
plat. Ze liggen met hun grootste diameter evenwijdig aan de chondro-
gene laag. Er is weinig tussensubstantie aanwezig, waardoor het kraak-
23 
been hier een celrijk aspect vertoont. Dit gebied van jong rijpend kraakbeen 
is relatief dun en gaat geleidelijk over in het hypertrofisch kraakbeen, 
dat verreweg de grootste component van de condylus vormt (Fig. ΠΙ-3). 
De hypertrofische chondrocyten zijn groot en rond, soms polygonaal, met 
grote kernen, die vaak korrelig zijn gekleurd. Er is relatief weinig extra-
cellulaire matrix aanwezig, die meer basofiel is dan in de zone van het 
jonge rijpende kraakbeen. Vele lacunae in het distale deel van het hyper­
trofisch kraakbeen bevatten degenererende chondrocyten. Deze cellen 
liggen chaotisch door elkaar. Celkolommen, zoals die bij epiphysair kraak­
been voorkomen, ontbreken. In de hele kraakbeenlaag worden geen 
mitoses waargenomen. Een groot deel van het hypertrofisch kraakbeen 
wordt perifeer door een dunne laag bot omgeven. 
3.3.2. ELECTRONENMICROSCOPIE, 19 DAGEN P.I. 
Het electronenmicroscopisch onderzoek verschafte meer inzicht in de 
structuur van de condylus en de typen cellen in de diverse lagen, dan het 
lichtmicroscopisch onderzoek. Op basis van de ultrastructuur kon de 
chondrogene laag worden onderverdeeld in een proximale en een distale 
zone. Deze zones zijn niet scherp begrensd, maar lopen in elkaar over. 
De articulaire laag : 
De cellen in deze laag, die drie à vier cellen dik is, zijn plat en lang-
werpig; ze liggen met hun lengte-as parallel aan de contour van het 
proximale uiteinde van de condylus. De kern is spoelvormig. Het ruw 
endoplasmatisch reticulum (RER) is plat en goed bezet met ribosomen, 
terwijl het meestal juxtanucleair is gelegen. Verspreid komen kleine 
electronendichte mitochondria voor. Intercellulair zijn veel collagene 
vezels zichtbaar. Te oordelen naar de cytologische kenmerken zijn deze 
cellen fibroblasten. 
De chondrogene laag : 
De chondrogene laag blijkt niet uit één type cellen te zijn opgebouwd; er 
kunnen twee soorten worden onderscheiden. De ene soort die « chondro-
gene cel » zal worden genoemd, komt uitsluitend voor in het proximale 
deel. De andere soort (chondroblasten) wordt hoofdzakelijk in het distale 
deel aangetroffen en af en toe in het proximale deel. Op basis van het 
voorkomen van deze beide celtypen zal de chondrogene laag worden 
onderverdeeld in een proximale en een distale zone. De overgang tussen 
beide zones is echter vaag. 
Proximale zone : 
De chondrogene cellen in deze zone zijn electronendichte, onregelmatig 
gevormde cellen met vaak een grillig gevormde nucleus (fig. III-7). De 
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kern-cytoplasma ratio is in het algemeen hoog en een markante nucleolus 
is dikwijls aanwezig. Evenals de perinucleaire ruimte, is het RER sterk 
geprononceerd en verwijd; de platte cisternae hebben een fijn granulaire 
inhoud en anastomoseren onderling. Opvallend is de hoeveelheid vrije 
ribosomen in het cytoplasma. De donkere mitochondria zijn niet talrijk 
en bevatten duidelijke matrixgranula. Het centriool en vesiculae van ver-
schillende grootte zijn goed te onderscheiden. Kenmerkend is de aan-
wezigheid van drie tot vier juxtanucleair gelegen Golgi-arealen met 
extreem platte lamellen. Op sommige plaatsen lijken blaasjesvormige 
afsnoeringen plaats te vinden. Intercellulair zijn tussen de dunne lange 
celuitlopers veel grillige bundels collagene fibrillen te zien. Deze fibrillen 
liggen ingebed in een fijn gedispergeerde, grijsachtige substantie. 
Distale zone : 
In deze zone, die alleen bestaat uit chondroblasten in verschillende stadia 
van differentiatie, zijn vele mitoses waarneembaar. De cellen zijn groot en 
bezitten duidelijke kernen met vaak een opvallende nucleolus. Het cyto-
plasma en de mitochondria zijn electronentransparant. In een aantal 
mitochondria zijn myéline figuren aanwezig. Het RER is sterk uitgebreid 
en gedilateerd; de rijkdom aan polysomen is opvallend (Fig. Ш-8). Het 
aantal Golgi-arealen en vesiculae is in vergelijking met de cellen uit de 
proximale zone toegenomen. Naast enkele donkere lysosomen zijn ook 
lipoid druppels aanwezig. Sommige cellen hebben cilia; « ecdysis »-ver­
schijnselen (excorticatie of delaminatie) worden vaak aangetroffen. In het 
cytoplasma vallen de veldjes van glycogeengranula op. Deze veldjes van 
voornamelijk /8-glycogeenpartikels liggen soms juxtanucleair, maar vaker 
in de perifere uitlopers van de cellen. Naarmate men dieper in de distale 
zone komt, worden de intercellulaire ruimten wijder en neemt het aantal 
collagene vezels toe. Intercellulair zijn hier frequent grote, lichte, loslig­
gende vesikels, gevuld met kleine vesiculae, aanwezig (fig. III-9). 
Een ander opvallend kenmerk van de distale zone zijn de capillairen, die 
in het hele gebied voorkomen (Fig. Ill-10). De endotheelcellen hebben 
een uitpuilende kern en zijn atypisch vanwege hun organellenrijk cyto­
plasma. Het RER van deze cellen is iets verwijd en er zijn veel poly­
somen aanwezig. In het vaatlumen zijn vaak grillige uitstulpingen van 
het cytoplasma te zien. In de capillairen werden erythrocyten gevonden. 
Rondom de endotheliale cellen is een basaalmembraan aanwezig met een 
aansluitende, pericytachtige cel zonder intracellulaire filamenten. 
Op de overgang van de chondrogene laag naar de kraakbeenlaag zijn de 
cellulaire elementen verdicht en de intercellulaire ruimten smaller dan 
in de rest van de chondrogene laag. 
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De kraakbcenlaag. 
Aan het begin van de kraakbcenlaag zijn, in vergelijking met het aan-
grenzende deel van de chondrogene laag, de intercellulaire ruimten duide-
lijk groter en bevatten ze meer collagene fibnllen. Deze fibrillen liggen 
ingebed in een vlekkig grijs gekleurde, elcctronendichte substantie (big. 
III-ll). De chondrocyten in dit gebied zijn groter en platter dan de 
chondroblasten; de uitlopers zijn minder vertakt (Fig. III-12). De cellen 
hebben donkere kernen met goed ontwikkelde nucleoli. De algemene 
rangschikking van de organeilen in het cytoplasma lijkt op die van de 
chondroblasten in de distale zone van de chondrogene laag. Maar de 
RER-lamellen anastomoseren onderling, zijn verwijd en gevuld met een 
elcctronendichte substantie. De Golgi-arealen liggen nu hoofdzakelijk 
juxtanucleair; zij vertonen steeds gevulde blaasjesvormige afsnoeringcn. 
Het aantal polysomen is kleiner dan in de chondroblasten; de mito-
chondria zien er normaal uit. De glycogeenveldjes lijken groter dan in de 
chondroblasten en liggen voornamelijk in de perifere delen van het 
cytoplasma, waar zij de overige celorganellen lijken te verdringen. 
In het proximale deel van de kraakbcenlaag zijn de chondrocyten omgeven 
door een onduidelijke hof van electronentransparante tussensubstantie. 
De collagene fibnllen lijken tot aan de cellen door te lopen. Veelvuldig 
komen « ecdysis »-verschijnselen voor. In de tussensubstantie worden 
pencellulaire granula aangetroffen. 
At en toe liggen tussen de platte cellen min of meer afgeronde chondro-
cyten. De/e afgeronde cellen komen echter regelmatig voor in de dieper 
gelegen delen van de kraakbcenlaag. De electronentransparante kern, 
die meestal een nucleolus bevat, is dan ook regelmatiger van vorm. De 
vertakte uitlopers van de platte chondrocyten zijn in de afgeronde cellen 
niet meer aanwezig. De cclbegrenzing vertoont slechts enkele korte stekel-
achtige filopodien. De celorganellen liggen anders gerangschikt dan in de 
platte chondrocyten. Het hyaloplasma is electronentransparant en het 
aantal vrije polysomen is afgenomen. Het vaak sterk verwijde, uit korte 
cisternae bestaand RER met helixvormige polysomen is meestal polair 
van de kern gelegen. Het aantal Golgi-arealen is gereduceerd tot een of 
twee; de lamellen zijn gedilateerd. De mitochondria zijn kleiner en ronder 
dan in de platte chondrocyten en meestal niet intact. Het aantal kleine 
lysosomen en myéline figuren is in de afgeronde chondrocyten groter dan 
in de platte cellen. Microtubuli lopen door de hele cel en vooral ecto-
plasmatisch zijn bundels fijne microfilamenten zichtbaar. Kleine glyco-
geenveldjes nemen een groot deel van het cytoplasma in beslag. 
Direct rond de chondrocyten vindt men een duidelijk omschreven hof, 
waarin een electronentransparante grijze tussensubstantie aanwezig is. 
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3 3 3 LICHTiMICROSCOPIE, 20 - 24 DAGFN Ρ I. 
De veranderingen in afmetingen en vorm van het condylaire kraakbeen 
in deze periode zijn duidelijk als men figuur III-3 en figuur III-4 met 
elkaar vergelijkt. 
De articulaire laag wordt in deze periode geleidelijk dikker. Op 24 
dagen p.i. bestaat ze uit zes à zeven cellagen met relatief meer vezelige 
tussenstof dan op 19 dagen p.i. (Fig. III-5 en 6). 
De chondrogene laag wordt daarentegen dunner. De indruk bestaat dat 
de cellen op 24 dagen p.i. niet meer zo dicht op elkaar liggen als op 
19 dagen p.i. en dat de kernen een polymorf aspect hebben gekregen. 
Het blazig beeld dat de rijpende kraakbeencellen op 19 dagen p.i. ver-
tonen, verdwijnt geleidelijk. Hiervoor komt een laagsgewijze rangschik-
king in de plaats. De chondrocyten krijgen spoelvormige, donkere kernen. 
De hypertrofische chondrocyten vertonen meer schrompelingsartefacten, 
naarmate de condyli ouder zijn. 
De hoeveelheid intercellulaire substantie neemt toe in de periode van 
20 tot en met 24 dagen p.i., waardoor het kraakbeen een minder celrijk 
aspect krijgt. Tevens wordt de intercellulaire substantie meer basofiel. 
De kraakbeenlaag wordt geleidelijk verder omsloten door de botschede. 
Op 24 dagen p.i. steekt slechts de bolle gewnchtskant van de condylus 
uit de botschede; de schedewand is duidelijk dikker geworden. 
3.4. DISCUSSIE EN CONCLUSIES 
Het kaakgewncht van de rat bevindt zich op 19 dagen p.i. in een stadium 
van differentiatie. De bovenste gewnchtsspleet is duidelijk tussen het 
reeds ossificerende os squamosum en de aanleg van de discus articulans 
te zien. De onderste gewnchtsspleet verschijnt in dit stadium tussen de 
aanleg van de discus en het proximale oppervlak van de condylus. Deze 
bevindingen stemmen in grote lijnen overeen met die van Cunat et al. 
(1956) en Duterloo (1967). 
Lichtmicroscopisch lijkt het condylaire kraakbeen van de rattefoetus op 
19 dagen p.i. te zijn opgebouwd uit drie lagen • de fibreuze articulaire 
laag, die het gewnchtsvlak vormt; de chondrogene laag, waarin mitoses 
te zien zijn en die voor de chondrogenese zorgt (zie hoofdstuk VI) en de 
eigenlijke kraakbeenlaag. Ook in het postnatale stadium lijkt het condy-
laire kraakbeen uit drie lagen te bestaan (Blackwood, 1966, Polke and 
Stallard, 1966;. 
Het electronenmicroscopibch onderzoek verschafte nadere informatie over 
zowel de indeling in lagen als de diverse celtypen in de lagen. De cellen 
in de articulaire laag blijken ook electronenmicroscopisch de cytolo-
gische kenmerken van fibroblasten te vertonen. De matrix rond de cel-
len bestaat uit collagene vezels. Deze bevinding komt ten dele overeen 
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met de electronenmicroscopische beschrijving van de oppervlakkige laag 
van 25 weken oude caviae-condyli door Silva en Hart (1967). Deze 
auteurs vonden bovendien verspreid tussen de fibroblasten kraakbeen-
cellen, hetgeen naar onze mening samenhangt met het feit dat de caviae 
vrijwel volwassen waren. Ook in condyli van humane volwassenen 
worden in de articulaire laag chondrocyten tussen de fibroblasten aan-
getroffen (Sicher, 1966). 
De chondrogene laag blijkt twee verschillende celtypen te bevatten. Op 
basis van hun verdeling kan de chondrogene laag in twee zones worden 
ingedeeld : een proximale en een distale zone. De overgang tussen beiden 
is evenwel vaag. In de proximale zone overheerst een type cel, dat duide-
lijk afwijkt van de fibroblasten in de articulaire laag en van echte 
mesenchymale cellen. De rol van deze chondrogene cellen is echter niet 
duidelijk. Het is mogelijk dat deze cellen door hemihomo-hemihetero-
plastische deling enerzijds zichzelf in stand houden, anderzijds differen-
tiëren tot chondroblasten. In de proximale zone namelijk komen ver-
spreid tussen de chondrogene cellen chondroblasten voor, die verder 
uitsluitend in de distale zone van de chondrogene laag aanwezig zijn. 
Verder is het niet uitgesloten dat de chondrogene cellen onder speciale 
omstandigheden tot fibroblasten kunnen differentiëren. Folke en Stal-
lard (1966) menen op grond van autoradiografische bevindingen met 
getritiëerd thymidine, dat cellen uit de chondrogene laag een rol kunnen 
spelen bij het herstel van beschadigingen aan de articulaire laag. Indien 
dit inderdaad gebeurt, is het waarschijnlijker dat de chondrogene cellen 
daarvoor zorgen, dan de in een verder stadium van differentiatie ver-
kerende chondroblasten. 
In de chondrogene cellen werden geen mitoses waargenomen, hetgeen 
echter niet betekent dat ze afwezig zijn. Het is een aanwijzing dat de 
mitose-activiteit zeer gering is. In de chondroblasten werden wel talrijke 
mitoses waargenomen, zodat wordt aangenomen dat de chondroblasten 
het grootste aandeel leveren in de proliferatie van de chondrogene laag. 
De intercellulair voorkomende geïsoleerde vacuolen, gevuld met micro-
vesiculae (« multivesicular structures ») zijn in de literatuur beschreven 
door o.a. Espey (1971 a en b). Het is mogelijk, dat ze een rol spelen bij 
de uitscheiding van bepaalde substanties en als een soort « crinosoom » 
fungeren. Een andere mogelijkheid is dat ze veroorzaakt worden door 
retractie van cytoplasmatische uitlopers, waardoor deze afzonderlijk 
achterblijven. 
De distale zone van de chondrogene laag met zijn scala van differen-
tiërende chondroblasten onderscheidt zich verder van de proximale zone 
door de aanwezigheid van capillairen, die met atypisch endotheel zijn 
bekleed. Capillairen in de chondrogene laag van rattecondyli zijn tot 
dusver niet eerder beschreven. Wel werden door Blackwood (1958) 
capillairen in het jonge kraakbeen van humane foetussen aangetroffen. 
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Deze bloedvaten liepen vanuit het beenmerg door het kraakbeen naar 
de articulaire laag. In de overgangslaag (in dit proefschrift chondrogene 
laag genoemd) vertakten de bloedvaten zich. Op het einde van het tweede 
levensjaar waren de bloedvaten verdwenen. Het is niet uitgesloten dat 
ook bij de rat de bloedvaten op oudere leeftijd verdwijnen. 
De in de literatuur veel voorkomende benamingen voor de chondrogene 
laag zoals embryonale, mesenchymale, ongedifferentieerde of mesoder-
male zone, kunnen beter niet worden gebruikt, omdat het soort cellen 
dat met deze adjektieven wordt aangeduid, in deze laag niet voorkomt. 
De grens tussen de chondrogene laag en de kraakbeenlaag is met de 
electronenmicroscoop in tegenstelling tot de lichtmicroscoop, zeer duide-
lijk te zien. In het bovenste deel van de kraakbeenlaag zijn de chondro-
cyten meestal plat, hoewel ook de afgeronde cellen voorkomen. Hieruit 
blijkt dat in dit pas gevormde kraakbeen reeds allerlei stadia van rijping 
aanwezig zijn. In de diepere lagen overheersen de afgeronde, rijpe 
chondrocyten. 
Het verschijnsel « ecdysis » (excorticatie of delaminatie), door Goei (1970) 
beschreven bij chondrocyten, werd zowel in de chondroblasten als in de 
chondrocyten waargenomen. Dit beeld staat waarschijnlijk in verband 
met fibrogenese of een verhoogde synthese-activiteit. De mogelijkheid dat 
het een aansnij-artefact is, mag evenwel niet worden uitgesloten. 
De aanwezigheid van cilia in chondrocyten werd reeds beschreven door 
Scherft en Daems (1967), doch ze komen ook voor in jonge chondro-
blasten, zoals blijkt uit ons materiaal. De betekenis en functie van deze 
cilia is niet duidelijk. 
Samenvattend kan worden gesteld, dat het foetale condylaire kraakbeen 
lichtmicroscopisch uit drie lagen is opgebouwd : de fibreuze articulaire 
laag, die het gewrichtsvlak vormt, dan de chondrogene laag en vervolgens 
de kraakbeenlaag. Uit het electronenmicroscopisch onderzoek bleek boven-
dien, dat de chondrogene laag kan worden onderverdeeld in een proximale 
zone met voornamelijk chondrogene cellen en een distale zone met chon-
droblasten in verschillende stadia van differentiatie. Vooral de chondro-
blasten schijnen betrokken te zijn bij de proliferatie in de chondrogene 
laag. De rol van de chondrogene cellen is niet duidelijk. In de distale 
zone van de chondrogene laag worden capillairen met een atypische 
endotheelbekleding aangetroffen. De overgang tussen de chondrogene laag 
en de kraakbeenlaag blijkt electronenmicroscopisch zeer duidelijk waar-
neembaar te zijn. Lichtmicroscopisch is deze overgang vaag. 
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Fig. III-l. Transversale coupe door het gebied rond het caudale deel van 
de mandibula bij een 19 dagen oude rattefoetus. 
С = het condylaire kraakbeen. 
А = het angulaire kraakbeen. 
M = het kraakbeen van Meckel. 
Het omlijnde gebied is vergroot weergegeven in Fig. III-2. Η.E. χ 45. 
Fig. III-2. Vergroting van het omlijnde gebied uit Fig. III-l. Tussen de 
discus (D) en de articulaire laag (I) verschijnt de onderste gewrichtsspleet. 
Let op de vele mitose-figuren in de chondrogene laag (II). H.E. χ 785. 
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Fig. III-3. Sagittale coupe van een condylus uit een 19 dagen oude ratte-
foetus. De condylus werd op dezelfde wijze uitgeprepareerd als de condyli 
die voor explantatie in vitro bestemd waren. Het grootste deel van de 
condylus bestaat uit hypertrofisch kraakbeen. Het omlijnde gebied is 
vergroot weergegeven in Fig. III-5. Η.E. χ 45. 
Fig. III-4. Sagittale coupe van een condylus uit een 24 dagen oude rat. 
De afmetingen van de condylus zijn groter en de wanden van de botschede 
dikker dan op 19 dagen p.i.. D = discus articularis. Het omlijnde gebied 
is vergroot weergegeven in Fig. III-6. Η.E. χ 45. 
Fig. III-5. Vergroting van het omlijnde gebied uit Fig. III-3. Let op de 
verschillende cellagen : de articulaire laag (/*), de chondrogene laag (II) 
en de kraakbeenlaag (III). H.E. χ 165. 
Fig. III-6. Vergroting van het omlijnde gebied uit Fig. III-4. 
I = articulaire laag. Deze laag is dikker dan op 19 dagen p.i.. 
II = chondrogene laag. Deze laag is dunner dan op 19 dagen p.i.. 
III = kraakbeenlaag. Het kraakbeen heeft een minder celrijk aspect dan 
op 19 dagen p.i. doordat de hoeveelheid matrix is toegenomen. 
H.E. χ 165. 
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Fig. III-7. Een chondrogene cel uit de proximale zone van de chondrogene 
laag. Let op de onregelmatig gevormde, langgerekte kern. Tussen het RER 
vindt men talrijke vrije polysomen, mitochondria en enkele Golgi-arealen. 
χ 10000. 
Fig. III-8. Een chondroblast uit de distale zone van de chondrogene laag. 
Let op de sterk verwijde RER lamellen, die onderling anastomoseren. 
Hiertussen liggen electronentransparante mitochondria en vele polysomen. 
χ 8000. 
Fig. III-9. Een grote losliggende extracellulaire vesikel (/"), die gevuld is 
met vele vesiculae van variabele vorm. χ 16500. 
Fig. III-IO. Capillair in de distale zone van de chondrogene laag. In het 
lumen ligt een jonge bloedcel. Naast de smalle endotheelbekleding (S1) 
bevindt zich een pericytachtige celuitloper (Τ1 Ζ1), χ 5500. 
Fig. III-ll. De overgang van de chondrogene laag (rechts) naar de 
kraakbeenlaag (links). Rechts is een chondroblast aanwezig en links een 
afgeronde chondrocyt. χ 5500. 
Fig. III-12. Een electronendichte chondrocyt uit het bovenste deel van de 
kraakbeenlaag. Het RER is verwijd. Vele intracytoplasmatische vesiculae 
(x) en een glycogeen-areaal (/*) zijn aanwezig, χ 6000. 
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HOOFDSTUK IV 
EEN GESTANDAARDISEERDE KWEEKMETHODE 
VOOR HET CONDYLAIRE KRAAKBEEN 
4.1. INLEIDING 
De in dit hoofdstuk beschreven kweekexpenmenten dienden om een 
gestandaardiseerde kweekmethode voor het condylaire kraakbeen van de 
rat te ontwikkelen. Deels op basis van eigen onenterende onderzoeken 
en deels op grond van literatuurgegevens werd een keuze gemaakt 
betreffende de leeftijd van de te kweken condyli, de kweektechniek en 
de kweekmedia. 
Omdat bi) 19 dagen oude foetussen het condylaire kraakbeen reeds is 
aangelegd en nog voldoende klein is voor orgaankweek, werden condyli 
van 19 dagen oude foetussen voor de kweekexpenmenten gebruikt. De 
breedte en dikte zijn dan met groter dan 1 mm. Dit lijkt gunstig, vooral 
omdat bij explantaten van grotere afmetingen necrose kan optreden, zoals 
Moscona et al. (1965) aangaven. 
Omdat met de door Trowell (1954; 1959) geïntroduceerde kweektechniek 
voor organen gunstige resultaten werden verkregen bij het kweken \an 
kraakbenige pijpbeentjes (o.a. Dinglc et al., 1966; Rajan, 1969), werd 
deze techniek gekozen. De essentie ervan is, dat de door een metalen 
raster ondersteunde explantaten op het oppervlak van een vloeibaar 
medium worden gekweekt. Hierdooi staat het weefsel zowel met het 
medium als met de gasfase in contact. Er werd evenwel afgezien van het 
gebruik van lenspapier of Milhpore filter tussen metaalraster en explan-
taat, omdat uit eigen proeven bleek dat geen uitgroei van cellen vanuit 
de condyli plaatsvindt, als deze direct op het staalraster worden gebracht. 
Dit gebeurt wel bij gebruik van lenspapier of Milhpore filters, /oals uit 
proeven van Wolters (1971) bleek. 
Als basis voor de gebruikte vloeibare media werd meestal het synthetische 
medium BGJ gebruikt, dat is ontwikkeld voor het kweken van pijpbeen-
rudimenten (Biggers et al., 1961). In een aantal gevallen werd in plaats 
van medium BGJ het synthetische medium Eagle, HeLa, beproefd. Ver-
schillende sera met of zonder embryo-extract werden toegevoegd om 
eventuele deficiënties van het medium aan te vullen en het medium meer 
groei stimulerende eigenschappen te geven (Waymouth, 1965). 
In dit hoofdstuk worden twee experimenten beschreven. De eerste proef 
is het kweken van epiphysair kraakbeen van rattefoetussen. Deze proef 
is een controle op het uitvoeren van de kweekprocedure. De tweede 
proef had tot doel na te gaan of de procedure ook bevredigend is voor 
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het kweken van condylair kraakbeen en of de samenstelling van de media 
van invloed is op het gedrag van het condylaire kraakbeen in vitro. 
Lengtetoename met behoud van de histologische organisatie diende aan-
vankelijk als criterium voor groei van de condylus in vitro. 
4.2. KWEEKEXPERIMENT MET EPIPHYSAIR KRAAKBEEN 
4.2.1. PROEFOPZET 
De ulna, radius en de proximale epiphyse van de humerus van 20 dagen 
oude rattefoetussen werden gedurende vier dagen gekweekt op medium 
BGJ + 10 % foetaal kalfsserum. Van ieder der genoemde structuren 
werden zes stuks gekweekt en zes stuks als ongekweekte controles ge-
bruikt. Het materiaal werd histologisch bewerkt; de coupes werden met 
H.E. gekleurd. Verdere details zijn in hoofdstuk II beschreven. 
4.2.2. RESULTAAT 
De afmetingen van de gekweekte epiphysen waren in vergelijking met de 
niet gekweekte duidelijk groter. Na vier dagen waren de contouren van 
de explantaten nog scherp begrensd; nergens was uitgroei van fibro-
blasten te zien en de histologische structuur van het kraakbeen bleef 
behouden (Fig. IV-1). In het kleincellig kraakbeen van de epiphysen 
kwamen mitoses voor. Vergeleken met het niet gekweekte controle-
materiaal was de hoeveelheid matrix tussen de cellen toegenomen. In 
het centrale deel van de epiphysen waren de chondrocyten gehypertro-
fiëerd; in de periferie werden veel platte chondrocyten aangetroffen. In 
het groeikraakbeen lagen de cellen in kolommen gerangschikt (Fig. IV-2). 
Naarmate de chondrocyten in deze kolommen zich dichter bij de ver-
beningszone bevonden, kregen ze een meer hypertrofisch aspect. In 
tegenstelling tot het kraakbeen, toonde het bot na vier dagen kweken 
tekenen van necrose. Deze bevindingen zijn in overeenstemming met de 
resultaten van de in de inleiding genoemde onderzoekers. Geconcludeerd 
werd, dat de toegepaste procedure goed voldeed. Dezelfde procedure 
werd daarom toegepast bij het kweken van condylair kraakbeen. 
4.3. KWEEKEXPERIMENTEN MET HET CONDYLAIRE KRAAKBEEN 
4.3.1. PROEFOPZET 
Op vloeibare media van verschillende samenstelling werden in totaal 75 
condyli van 19 dagen oude foetussen gekweekt, zoals in tabel IV-1 is 
weergegeven. De condyli die voor het in hoofdstuk III beschreven histolo-
gisch onderzoek waren gebruikt, dienden als ongekweekte controles. 
Hierbij was gebleken dat alle condyli van 19 dagen p.i. dwars door het 
hypertrofisch kraakbeen waren afgeknipt. Nergens was de erosie- en 
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verbeningszone aanwezig. Daarom werd aangenomen dat de geëxplan-
teerde condyli ook geen erosie- en verbeningszone bevatten. 
Medium 
BGJ + 10% FKS 
BGJ + 10 % PS 
BGJ + 10 «/o FKS + 3 % ЕЕ 
Eagle + 10 % PS + 3 0/o ЕЕ 
BGJ 
aantal condvli 
16 
13 
10 
16 
20 
Tabel IV-1. Overzicht van de verschillende media en de aantallen 19 dagen oude 
condyli die erop werden gekweekt. 
De kweekduur bedroeg twee of vier dagen. De lengten van de drie condyli 
in één kweekschaal werden in het begin en aan het einde van de kweek-
periode gemeten. De gemiddelde lengtetoename per kweekschaal werd 
berekend. Na de kweek werd het materiaal histologisch bewerkt. De 
coupes werden met H.E. gekleurd. Verdere bijzonderheden zijn beschreven 
in hoofdstuk II. 
4.3.2. RESULTATEN 
Metingen. 
Met de toets van Student kon worden aangetoond dat de gemiddelde 
lengtetoename van de condyli na twee en vier dagen kweken op elk der 
media significant groter was dan nul. De lengtetoename in vier dagen 
bij gebruik van het medium BGJ gaf het hoogste steekproefgemiddelde : 
31 % lengtetoename. De lengtetoename bij de media, waaraan serum 
of serum plus embryo-extract was toegevoegd, bedroeg gemiddeld 14 % 
na vier dagen kweken. 
Histologie. 
Alle condyli behielden zowel na twee als na vier dagen kweken hun 
contouren; er vond geen uitgroei van fibroblasten plaats. Gezien het 
histologische beeld dat bij de gekweekte condyli werd waargenomen, 
konden twee groepen worden onderscheiden. 
Groep I : condyli gekweekt op medium BGJ. 
Groep II : condyli gekweekt op de andere media. 
Beide groepen zullen achtereenvolgens worden beschreven. 
Groep I : condyli gekweekt op medium BGJ. De histologische organisatie 
bleef bij alle condyli behouden. Zowel na twee als na vier dagen kweken 
waren de articulaire, de chondrogene en de kraakbeenlaag duidelijk her-
38 
kenbaar. In tegenstelling tot de normale ontwikkeling in vivo waren de 
articulaire laag en het perichondrium aan weerszijden van het kraakbeen 
dunner, naarmate de condyh langer waren gekweekt. De articulaire laag 
bestond na vier dagen kweken uit een of twee cellagen platte fibroblasten, 
waartussen nog maar weinig vezelige tussensubstantie zichtbaar was (Fig. 
IV-3 en 5). In het perichondrium traden degeneratieverschijnselen op. 
De chondrogene laag werd dunner, hetgeen ook in vivo gebeurde. De 
cellen van deze laag vertoonden na twee dagen kweken nagenoeg hetzelfde 
beeld als de controle-condyh van 19 dagen p.i.. Na vier dagen werden 
naast cellen met ronde kernen vele cellen met ovale kernen aangetroffen. 
De cellen lagen dicht op elkaar, terwijl zelden mitoses te zien waren. 
De kraakbeenlaag werd dikker naarmate de kweekduur toenam. Na twee 
en vier dagen kweken was direct onder de chondrogene laag een zone 
vrij platte chondrocvten met relatief weinig tussensubstantie te zien. 
Deze zone was in het controlemateriaal van 19 dagen p.i. niet aanwezig. 
Dit gebied zal hierna de platcellige kraakbeenzone worden genoemd. 
Na vier dagen kweken bestond een derde deel tot de helft van het met 
hypertrofisch kraakbeen uit dit platcellig kraakbeen. De rest van het 
niet hypertrofisch kraakbeen bestond uit rijpend kraakbeen. Naarmate 
de chondrocyten dichter bij het hypertrofisch kraakbeen lagen, waren ze 
groter en ronder en nam de hoeveelheid tussensubstantie toe. Aan weers-
zijden van dit rijpend kraakbeen kleurde na vier dagen kweken een 
smalle strook kraakbeen nauwelijks meer met H.E.. De cellen in dit 
gebied hadden een degeneratief aspect. 
Het hypertrofisch kraakbeen, dat zich hoofdzakelijk tussen de wanden 
van de botschede bevond, vertoonde meer degeneratieverschijnselen naar-
mate de condyh langer waren gekweekt. De lacunae werden groot en 
blazig, terwijl de hoeveelheid tussensubstantie afnam. Na vier dagen 
kweken kleurde de intercellulaire matrix nauwelijks meer. De chondro-
cyten hadden meestal sterk pyknotische kernen. Uit vele lacunae waren 
de chondrocyten verdwenen. De lengte van de botschede was na vier 
dagen kweken nauwelijks veranderd. Bij geen enkele condylus werd 
enchondrale verbemng waargenomen. 
Groep II : condyh gekweekt op de andere media. Evenals in groep I 
waren de verschillende lagen na vier dagen kweken nog duidelijk her-
kenbaar. De articulaire laag en het perichondrium onderscheidden zich 
niet van de overeenkomstige structuren in de op medium BGJ ge-
kweekte condyli. 
De chondrogene laag bood daarentegen een geheel ander beeld. Deze 
laag was na twee en vier dagen kweken veel dikker dan bij explantatie 
(Fig. IV-4, 6 en 8). Bij een aantal condyh was de chondrogene laag na 
vier dagen zelfs driemaal zo dik als bij de controle-condyh van 19 dagen 
p.i.. Het aantal cellen was sterk toegenomen, terwijl ze even dicht op 
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elkaar lagen als in de ongekweekte controles. Deze cellen bezaten voor 
het merendeel een relatief grote, ronde kern. Verspreid over de gehele 
laag werden mitoses aangetroffen. 
In de twee dagen gekweekte condyli was op de overgang van de chon-
drogene naar de kraakbeenlaag een gebied met necrotische cellen en 
cellen in diverse stadia van degeneratie zichtbaar. Tussen deze cellen 
bevonden zich veel vacuolen, die vaak tot een grote holte waren samen-
gesmolten (Fig. IV-4 en 6). Dergelijke holtes waren ook macroscopisch 
bij doorvallend licht zichtbaar. In vier dagen gekweekte condyli was de 
holte meestal volledig omgeven door een verdichting van cellulaire struc-
turen (Fig. IV-8). De holtes waren doorgaans gevuld met een fijnvezelig 
materiaal. 
Zowel na twee als na vier dagen kweken was de kraakbeenlaag nauwelijks 
dikker dan in het begin van de kweek. Een platcellige kraakbeenzone 
zoals bij de condyli uit groep I was niet aanwezig. Vele cellen in het 
niet hypertrofisch kraakbeen vertoonden tekenen van degeneratie. Het 
hypertrofisch kraakbeen onderging, afhankelijk van de kweekduur, 
dezelfde veranderingen als dat van de condyli uit groep I. Bij geen enkele 
condylus werd enchondrale verbening waargenomen. 
4.4. DISCUSSIE EN CONCLUSIES 
De voornaamste bevinding uit de hier beschreven experimenten is, dat 
de condyli langer worden en hun histologische organisatie behouden, als 
ze op het synthetisch medium BGJ worden gekweekt. Het verschijnen 
van een zone platcellig kraakbeen onder de chondrogene laag vormt 
een aanwijzing, dat in vitro chondrogenese plaatsvindt. Nader onderzoek 
naar dit aspect zal worden beschreven in de hoofdstukken VI en VII. 
Opmerkelijk is de histologische reactie van de condyli, gekweekt op 
medium BGJ met serum. Door een sterke toename van het aantal cellen 
is de chondrogene laag na twee of vier dagen kweken aanzienlijk dikker 
dan in de controle-condyli. In tegenstelling met de alleen op medium 
BGJ gekweekte condyli, waren ook na vier dagen kweken nog vele 
mitosen in de chondrogene laag te zien. De kraakbeenlaag was daaren-
tegen nauwelijks dikker geworden; een platcellige kraakbeenzone zoals 
bij de op medium BGJ gekweekte condyli, was niet aanwezig. Bovendien 
waren na twee dagen kweken, tussen beide lagen necrotische gebieden 
met holtevorming te zien. Deze waarnemingen doen vermoeden, dat er 
een stoornis in de kraakbeenvorming was. Ook na toevoeging van 
embryo-extract bleek dit verschijnsel op te treden. Omdat bij een deel 
van de experimenten de toevoeging van serum de enige extra ingebrachte 
variabele in de proefopzet was, is het waarschijnlijk dat het serum aan-
leiding gaf tot de zojuist beschreven reactie. Bij eigen kweekexperimenten 
met oudere condyli, waarop hier niet nader zal worden ingegaan, bleek 
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dat bij postfoetale condyli ook holtevorming kan optreden, als deze op 
medium BGJ zonder toevoegingen worden gekweekt. Fr mag dus met 
worden gesteld, dat het serum de enige mogelijke factor is die deze 
reactie teweeg kan brengen. 
Over het effect van toevoeging van serum aan het medium bij celkweken 
en kraakbeenkweken zijn recent verschillende pubhkaties verschenen. 
Door Frank en medewerkers (1970 a, b) werd aangetoond, dat foetaal 
kalfsserum een proteinefractie bevat, die voor groei van foetale ratte-
cellen in vitro van belang is. Indien serum aan het medium is toe-
gevoegd, lijken de cellen die zich in de G-l fase bevinden, sneller tot 
deling over te gaan (Frank et a l , 1972) Ham et al. (1970) constateerden, 
dat foetaal kalfsserum en kippeembryo-extract de proliferatie en differen-
tiatie van kolonies kraakbeencellen van konijnen in vitro stimuleren. 
Ellison en Lash (1971) vonden, dat foetaal kalfsserum de chondro-
genese in vertebrae van kippeembryo's in vitro op gang kan brengen 
en onderhouden. 
Worden de uitkomsten van de eigen proeven en de hier genoemde 
gegevens gezamenlijk overwogen, dan kunnen twee mogelijkheden voor 
de verstoring van de chondrogenese in de met serum gekweekte condyh 
naar voren worden gebracht. 
1) Door toevoeging van serum worden de cellen in de chondrogene laag 
zo sterk gestimuleerd tot proliferatie, dat de differentiatie tot kraak-
been hiermee geen gelijke tred kan houden en er een verstoring van 
de normale histologische structuur optreedt. 
2) De tweede mogelijkheid is dat primair de kraakbeenvorming door 
toevoeging van serum wordt verstoord, terwijl de proliferatie in de 
chondrogene laag gewoon doorgaat. Een dergelijke stoornis zou kun-
nen worden veroorzaakt door opname van eiwit in de cellen met 
als gevolg een vacuolaire degeneratie. 
Een nader onderzoek van deze mogelijkheden viel buiten het bestek van 
dit onderzoek. 
In onze experimenten blijkt tussen condylair en epiphysair kraakbeen 
onder dezelfde kweekomstandigheden verschil in reactie te bestaan op 
de aanwezigheid van serum in het medium. Mogelijk spelen hierbij ver-
schillen in oorsprong en de wijze waarop chondrogenese plaatsvindt, een 
rol. Het condylaire kraakbeen is in tegenstelling tot het epiphysaire 
kraakbeen geen primair, maar secundair kraakbeen dat op een later tijd-
stip dan het primaire, kraakbenige skelet ontstaat (Symons, 1965). Ook 
het groeimechanisme van beide soorten kraakbeen is verschillend. Het 
condylaire kraakbeen groeit door appositie vanuit de chondrogene laag, 
terwijl de chondrocyten zelf niet delen (Blackwood, 1966). Het epiphy-
saire kraakbeen groeit daarentegen interstitieel. 
Onder diverse experimentele omstandigheden in vivo blijkt het condylaire 
kraakbeen anders te reageren dan epiphysair kraakbeen. Toediening van 
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papaïne (Irving en Rönning, 1962), vitamine C-gebrek (Irving en Durkin, 
1965), hyper- en hypovitaminose A (Gonne et al., 1970) gaven verschil-
lende reacties in het condylaire en epiphysaire kraakbeen van proef-
dieren. In gevallen van achondroplasie lijkt het condylaire kraakbeen 
niet te zijn aangetast (Rice, 1969). Gezien al deze observaties is het 
waarschijnlijk, dat ook het metabolisme van beide soorten kraakbeen 
verschillend is. 
Samenvattend kan worden gesteld, dat de lengte van het condylaire 
kraakbeen in vitro significant toeneemt bij gebruik van het synthetische 
medium BGJ, terwijl de histologische organisatie behouden blijft. Het 
gebruik van een synthetisch medium maakt de toegepaste kweekmethode 
voor het condylaire kraakbeen controleerbaar en ook standaardiseerbaar. 
Hierdoor wordt het mogelijk de rol van afzonderlijke factoren, die de 
groei en ontwikkeling van het condylaire kraakbeen kunnen beïnvloeden, 
te onderzoeken. Alvorens met een dergelijk onderzoek kan worden begon-
nen, is het wenselijk dieper inzicht te verkrijgen in de duur en de aard 
van de metrische veranderingen in vitro en de daaraan ten grondslag 
liggende groeiprocessen. De volgende hoofdstukken zijn hieraan gewijd. 
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IV-1 IV-2 
Fig. IV-1. Longitudinale coupe van de proximale epiphyse met metaphyse 
van een humerus uit een 20 dagen oude rattefoetus na vier dagen kweken. 
Het centrale deel van het epiphysaire kraakbeen is hypertrofisch geworden. 
Het bot vertoont tekenen van necrose. Het omlijnde gebied is vergroot 
weergegeven in Fig. IV-2. H.E. χ 30. 
Fig. IV-2. Vergroting van het omlijnde gebied uit Fig. IV-1. Detail van het 
epiphysaire kraakbeen. De vorming van celkolommen blijft in dit gebied 
behouden. H.E. χ 280. 
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Fig. IV-3. Coupe van een condylus uit een 19 dagen oude rattefoetus na 
vier dagen kweken op medium BGJ. Direct onder de chondrogene laag is 
een zone platcellig kraakbeen (PK) te zien. Het hypertrofisch kraakbeen 
(HK) tussen de botschede heeft een blazig aspect en is vrijwel achro­
matisch. Vergelijk deze figuur met Fig. 1II-3. Het omlijnde gebied is ver­
groot weergegeven in Fig. IV-5. H.E. χ 45. 
Fig. IV-4. Coupe van een condylus uit een 19 dagen oude rattefoetus na 
twee dagen kweken op medium BGJ + 10 % foetaal kalfsserum. Let op de 
typische holte tussen de chondrogene laag en de kraakbeenlaag. Vergelijk 
deze figuur met Fig. III-3. Het omlijnde gebied is vergroot weergegeven 
in Fig. IV-6. H.E. χ 45. 
Fig. IV-5. Vergroting van het omlijnde gebied uit Fig. IV-3. De articulaire 
laag (/") en de chondrogene laag (II) zijn dunner dan op 19 dagen p.i.. 
Verder is de platcellige kraakbeenzone te zien (PK). H.E. χ 150. 
Fig. IV-6. Vergroting van het omlijnde gebied uit Fig. IV-4. De articulaire 
laag (/*) is dun. De chondrogene laag (II) is duidelijk dikker dan in 
Fig. IV-5. Tussen de chondrogene laag en de kraakbeenlaag (III) ziet men 
een holte, die met een fijnvezelig materiaal is gevuld en die gedeeltelijk 
is omgeven door een verdichting van cellulaire structuren. Let op de 
intercellulaire vacuoles in het deel van de chondrogene laag, dat aan de 
holte grenst. H.E. χ 150. 
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Fig. IV-7. Overzicht van de articulaire laag, de chondrogene laag en de 
platcellige kraakbeenzone van een condylus uit een 19 dagen oude ratte-
foetus na vier dagen kweken op medium BGJ. H.E. χ 140. 
Fig. IV-8. Overzicht van hetzelfde gebied als in Fig. IV-7 van een condylus 
uit een 19 dagen oude rattefoetus na vier dagen kweken op medium 
BGJ + 10 % paardeserum. In vergelijking met Fig. IV-7 is de chondro­
gene laag veel dikker. De holte tussen de chondrogene laag en de kraak-
beenlaag is nu helemaal omgeven door een verdichting van cellulaire 
structuren. Vele kraakbeencellen hebben pyknotische kernen. H.E. χ 140. 
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IV-7 
HOOFDSTUK V 
METRISCHE ASPECTEN VAN DE CONDYLAIRE 
GROEI IN VITRO 
5.1. INLEIDING 
Teneinde de groei welke de condyli in vitro vertonen, nader te quantifi-
ceren, werden lengte- en breedteveranderingen berekend. Bovendien 
werd nagegaan of de beginlengte en de afstamming van de condyli van 
invloed waren op de lengtetoename. Aan de vorm van de condyli werd 
eveneens aandacht besteed. 
5.2. MATERIAAL EN METHODEN 
De waarnemingen werden verricht aan condyli, gekweekt op medium 
BGJ. De kweekduur van de condyli, die afkomstig waren van 19 dagen 
oude foetussen, varieerde van een tot en met vijf dagen. De lengte van 
de condyli werd gemeten in het begin en aan het einde van de kweek-
periode en telkens wanneer het medium werd ververst. Incidenteel werd 
ook de breedtemaat geregistreerd. Om eventuele vormveranderingen te 
kunnen vaststellen, werden 20 condyli in het begin en aan het einde van 
de kweekperiode gefotografeerd. Van de daarmee verkregen foto's wer-
den overtrektekeningen gemaakt, die op het knipvlak van de condyli 
werden gesuperponeerd (Zie Fig. V-3 en 4, en Hoofdstuk II, 2.6. en 2.7.). 
5.3. RESULTATEN 
Het gemiddelde en de standaardafwijking van de lengte van de condyli, 
gemeten bij het in cultuur brengen en na een variërend aantal dagen in 
orgaankweek, staan afgebeeld in figuur V-l. 
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Fig. V-l. Het gemiddelde en de standaardafwi|king van de lengte der condyli, respec-
tieveli]k in het begin van de kweek (O) en na een tot en met vijf dagen. Tevens is bij 
iedere kweekpenode het aantal gemeten condyh aangegeven. 
5.3.1. ANALYSES 
Lengtemetingen. De correlaties tussen de beginlengte en de diverse lengte-
toenamen gaven geen eenduidige aanwijzing voor het gebruik van 
absolute dan wel relatieve waarden. Daarom werden de analyses, voor 
zover nodig, op beide waarden uitgevoerd. Alleen voor de eerste dag 
kon een significante positieve correlatie tussen de beginlengte en de lengte-
toename worden aangetoond (r = — 0,31; η = 60). 
Met behulp van de tekentoets werd onderzocht of de lengte van de 
condyli op achtereenvolgende dagen veranderde. Het bleek, dat op alle 
dagen de lengte significant toenam, behalve op de laatste, de vijfde dag 
(Tabel V-l). 
dag 
Ie 
2e 
3e 
4e 
5e 
+ 
60 
19 
33 
7 
3 
O 
0 
4 
10 
7 
5 
— 
0 
0 
5 
1 
4 
Ρ 
Ρ < 0,001 
Ρ < 0,001 
Ρ < 0,001 
0,05 < Ρ < 0,1 
— 
Tabel V-l. Het aantal condyli, waarvan de lengte toenam ( + ), gelijk (O) bleef of 
afnam (—) op achtereenvolgende dagen in vitro. Ρ geeft de overschrijdingskans van de 
tekentoets weer. 
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Tevens werd met de tekentoets nagegaan oí de lengtetoename per dag 
verschilde bij vergelijking van twee opeenvolgende dagen. Longitudinale 
gegevens hiervoor waren alleen beschikbaar voor de berekening van ver-
schillen van de eerste met de tweede dag en van de derde met de vierde 
dag. Uit deze verschillen bleek, dat de lengtetoename per dag significant 
daalde met het toenemen van de kweekduur. Een quantitatieve indruk van 
het verloop in de dagelijkse lengtetoename wordt gegeven in figuur V-2. 
lengtetoename 
per dag in/um 
300-
250-
200-
150-
100-
50-
0-
dag in vitro 
60 23 48 15 12 
aantal 
Fig V-2 Het gemiddelde en de standaardafwijking van de lengtetoename per dag, 
berekend uit longitudinale afmetingen Bij iedere dag is het aantal condyli aangegeven, 
dat voor de berekening werd gebruikt 
Bij een kweekpenode van vijf dagen bleek ongeveer de helft van de 
totale lengtetoename te hebben plaats gevonden gedurende de eerste dag. 
Dit kwam zowel uit een transversale als uit een longitudinale bewerking 
naar voren. Bovendien werd hetzelfde gevonden, wanneer met relatieve 
lengtetoename in plaats van absolute werd gerekend. 
Breedtemetingen. Bij 40 condyh werden naast lengte- ook breedtematen 
geregistreerd. De gevonden veranderingen in breedte waren van dezelfde 
? 9 
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orde van grootte als de meetfout; er konden geen significante verschillen 
worden vastgesteld. 
De invloed van de herkomst van de condyh op de lengtetoename. Uit een 
totaal van 100 condyh konden tien groepen worden samengesteld. Elke 
groep bestond uit condyh van foetussen, die van écn moer afkomstig 
waren. De groepen werden onderling op verschillen in lengte en lengte-
toename vergeleken met behulp van de enkelvoudige vanantie-analyse. 
Daaruit bleek, dat tussen enkele groepen significante verschillen beston-
den voor wat betreft de lengtetoename tijdens de eerste dag, de eerste 
twee dagen en de eerste drie dagen. Deze verschillen kwamen naar voren 
bij toetsing van zowel de absolute als de relatieve waarden. 
5.3 2 VORM 
Uit de gesuperponeerde overtrektekeningen van foto's, die waren genomen 
van 20 condyh in het begin en aan het einde van diverse kweekpenoden, 
bleek dat, afgezien van de lengtetoename, de kenmerkende contouren 
van de condyh behouden bleven. Voor een illustratie hiervan wordt 
verwezen naar figuur V-3 en 4. 
5.4. DISCUSSIE EN CONCLUSIES 
De lengte is met opzet niet dagelijks gemeten, omdat de kweekschalen 
voor iedere meting uit de gaskast en de temperatuurkamer moesten 
worden genomen. De daaraan verbonden verstoring van gasmiheu en 
temperatuur werd verondersteld een nadelige invloed te hebben op de 
groei van de condyh. Hierdoor was slechts een beperkte longitudinale 
analyse van de gegevens mogelijk. 
De metingen bevestigden, dat het condylaire kraakbeen op het medium 
BGJ in de lengte groeit. Het werd bovendien duidelijk, dat de dagelijkse 
lengtetoename sterk daalt met het toenemen van de kweekduur. Zo vindt 
ongeveer de helft van de totale lengtetoename gedurende de eerste dag 
plaats. De kenmerkende contouren van de condylus bleven in de cultuur 
gehandhaafd. Breedteveranderingen waren met aantoonbaar. 
Het feit dat de herkomst van de condyh een rol schijnt te spelen bij de 
lengtetoename in vitro, doet de vraag rijzen in hoeverre dit op genetische 
dan wel op milieufactoren moet worden teruggevoerd. Onder de laatste 
categorie moeten worden gerekend, naast het gewicht en de leeftijd van 
de moer, het aantal foetussen, de verdeling van dit aantal over de beide 
uterushoornen, de plaats in de uterushoorn en het aantal vroege resorpties 
(Barr et al., 1970). Door deze verschillen en door het feit dat bij foe-
tussen uit één groep hetzelfde meetschema werd toegepast, wordt een 
zekere afhankelijkheid tussen de waarnemingen geïntroduceerd, waardoor 
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de vermelde toetsresultaten met enige voorzichtigheid geïnterpreteerd die-
nen te worden. 
De groei van het condylaire kraakbeen in vitro bleef beperkt tot de 
eerste vier dagen. Biggers et al. (1961) en Schryver (1966) namen waar, 
dat pijpbeenrudimenten na zeven dagen stopten met groeien op medium 
BGJ. Ook op natuurlijke media was de groei van pijpbeenrudimenten 
beperkt (Kieny, 1958). Wolff (1970) is van mening, dat de orgaan-
kweektechnieken nog niet voldoende geperfectioneerd zijn om meer dan 
een beperkte groei en ontwikkeling toe te laten. 
Samenvattend kan worden gesteld, dat de condyli significant in de lengte 
groeiden op medium BGJ. De lengtetoename vond voor de helft tijdens de 
eerste kweekdag plaats en werd daarna minder. Breedteveranderingen 
konden niet worden aangetoond. De kenmerkende contouren van de 
condyli bleven in vitro behouden. 
Metrische veranderingen vormen echter een beperkt aspect van de groei. 
Om inzicht te verkrijgen in meer elementaire processen werden ook 
proliferatie, celdifferentiatie en histochemische en ultrastructurele ver-
anderingen bestudeerd. Deze facetten zullen in de volgende hoofdstukken 
worden behandeld. 
51 
V-3 
V-4 
< 
% 
f? * 
ι * 
Kt > 
' , ^ . \ 
m 
χ 
"Ши β 
и • Л 
7'// 
Λ». ^ 1 
start kweek 19 pi 
3 dagen in vitro 
— start kweek 19p.i. 
— 5 dagen in vitro 
Fig. V-3. Foto's en bijbehorende overtrektekeningen van dezelfde con-
dylus, genomen in het begin (links) en aan het einde (rechts) van een 
driedaagse kweekperiode. De positie van de condylus op het raster is 
verschillend doordat de condylus bij het verversen van het medium werd 
omgekeerd, χ 20. 
Fig. V-4. Foto's en bijbehorende overtrektekeningen van dezelfde con­
dylus, genomen in het begin (links) en aan het einde (rechts) van een 
vijfdaagse kweekperiode. χ 20. 
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HOOFDSTUK VI 
AUTORADIOGRAFISCH ONDERZOEK NAAR DE 
CONDYLAIRE GROEI IN VIVO EN IN VITRO 
6.1. INLEIDING 
Thymidine is een specifieke bouwsteen van DNA. Het wordt in de 
synthesefase in het DNA-moIecuul opgenomen. Radioactief thymidine 
(Ή-TdR) kan worden gebruikt om cellen te merken die zich op een 
deling voorbereiden (Amano et al., 1959). Cellen die 'H-TdR in hun kern 
hebben ingebouwd, kunnen door middel van autoradiografie worden 
gelokaliseerd. Omdat Ή-TdR zolang de cel intact is in de nucleus blijft 
(Hughes, 1959), kan de migratie van de cellen worden gevolgd door 
het tijdsinterval tussen de markering met 'H-TdR en de fixatie van het 
weefsel te verlengen (Messier en Leblond, 1960). Door het aantal ge­
merkte en ongemerkte kernen te tellen kan men een indruk krijgen van 
de mitose-activiteit in een weefsel. 
Met de hierboven beschreven autoradiografische techniek werd getracht 
meer gegevens te verkrijgen over celproliferatie en -differentiatie in de 
condylus. Hiertoe werden twee verschillende experimenten uitgevoerd : 
1) toevoeging van ''H-TdR aan het medium (onder 6.2. beschreven). 
2) markering van de condyh vóór explantatie door toediening van 3H-TdR 
aan de foetussen via de moeder (onder 6.3. beschreven). 
6.2. TOEDIENING VAN Ή-TdR AAN HET MEDIUM 
Het doel van deze proef is na te gaan, 
a) of de waarnemingen met de licht- en electronenmicroscoop ook 
middels autoradiografie kunnen worden bevestigd, 
b) in hoeverre de mitose-activiteit afhangt van de kweekduur. 
62 1 PROEbOPZET 
Vier groepen van acht condyh (19 dagen p.i.) werden respectievelijk éen 
uur, eén dag, drie dagen en vijf dagen gekweekt op medium BGJ. De 
een uur gekweekte condyh werden direct gebracht op medium, dat 
1 μCl Ή-TdR per ml bevatte. Bij de andere condyh werd het medium 
één uur voor het einde van de kweekpenode vervangen door medium 
waaraan 1 (^.Ci Ή-TdR per ml was toegevoegd. Na het kweken werd 
het materiaal histologisch bewerkt. Van iedere condylus werden de 
middelste twaalf coupes gebruikt voor het maken van autoradiogram-
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men. Van een representatief autoradiogram per condylus werd het 
percentage gemerkte cellen m de chondrogene laag bepaald. Wanneer 
vijf of meer korrels boven een nucleus lagen, werd de cel als gemerkt 
beschouwd. Onder het percentage gemerkte cellen wordt verstaan het 
aantal gemerkte cellen in verhouding tot het totale aantal waargenomen 
cellen maal 100. Voor het tellen werd een oculair-hulpstuk met een 
raster van tien rijen van tien vierkantjes van 1 mm2 gebruikt. Bij een 
vergroting van 500x bedekte dit raster een gebied ter breedte van 0,24 mm. 
Het raster werd zodanig boven het beeld van het preparaat gebracht, 
dat de middellijn van het raster samenviel met de lengte-as van het 
explantaat. Het aantal gemerkte en ongemerkte cellen in de chondrogene 
laag werd over de gehele breedte van het raster geteld. 
In de articulaire laag werd alleen het totale aantal gemerkte cellen 
geteld. Omdat bij de langere kweekpenoden de niet gemerkte cellen in 
deze laag moeilijk zijn te onderscheiden, is het percentage gemerkte 
cellen met berekend. 
6 2.2. RESULTAAT 
Aan het einde van de diverse kweekpenoden werden gemerkte cellen 
waargenomen in de articulaire laag, de chondrogene laag en het perichon-
drium aan weerszijden van het kraakbeen. Vooral bij de kortere kweek-
penoden waren in de chondrogene laag vele cellen gemerkt (Fig. VI-1). 
Bij de langere kweekpenoden waren de cellen in de chondrogene laag die 
zich dicht tegen de articulaire laag bevonden, zelden gemerkt (Fig. VI-2). 
In de kraakbeenlaag werden nergens gemerkte cellen aangetroffen. 
In de articulaire laag waren bij alle condyh zowel na één uur als na 
één dag gemerkte cellen te zien. Na drie dagen waren bij vier van de 
acht condyh geen gemerkte cellen zichtbaar, terwijl bij de andere condyh 
slechts één à twee gemerkte cellen voorkwamen. Na vijf dagen waren 
nog maar bij drie van de acht condyh enkele gemerkte cellen in de 
articulaire laag te zien. 
In de chondrogene laag daalde het percentage gemerkte cellen sterk na 
het eerste uur kweken. Gedurende het eerste uur in vitro bleek 22 % 
(S.F.M. * — 0,9 %) van de cellen gemerkt te zijn. Een dag later was dit 
percentage gedaald tot 4,8 % (S.E.M. = 0,7 0/o). Na drie dagen verschilde 
het percentage niet significant van dat na een dag (4,6 %; S.E.M. = 
0,7 %) . Na vijf dagen waren nog steeds gemerkte cellen aanwezig 
(Fig. VI-2) en het markenngspercentage was nu 2,10/o (S.E.M. = 0,2 % ) . 
Met de toets van Terpstra werd aangetoond dat het percentage ge-
merkte cellen in de chondrogene laag significant daalde, naarmate de 
kweekduur toenam. 
* S F M. = standaardfout van het gemiddelde 
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6.3. MARKERING VAN DE CONDYLI MET Ή - T d R VOOR 
EXPLANTATIE 
Het doel van deze proef was : 
a) na te gaan in hoeverre de lengtetoename van de condyh het gevolg is 
van kraakbeenappositie vanuit de chondrogene laag, 
b) de chondrogenese in vitro en in vivo te vergelijken. 
6 3 1. PROEFOPZET 
Om de condyh van de foetussen voor explantatie te merken, kregen 
13 zwangere ratten op de 19e dag p.i. om 9.00 uur een dosis 1 μΟι Ή-TdR 
per gram lichaamsgewicht intraveneus ingespoten. Drie groepen van elk 
acht foetussen werden twee uren na injectie samengesteld uit het mate­
riaal, afkomstig van zes zwangere ratten. Van elk van deze foetussen 
werd een condylus in orgaankweek gebracht. De kweekduur was respec­
tievelijk een, drie en vijf dagen. De contralaterale condylus werd voor 
latere vergelijking direct gefixeerd. Controlegroepen voor het bestuderen 
van de groei in vivo werden samengesteld uit materiaal, afkomstig van 
de resterende zeven zwangere ratten. Na één, twee, drie, vier en vijf dagen, 
tellend vanaf twee uren na injectie, werden telkens acht controledieren 
gedood. Uit ieder dier werd een condylus verwijderd, in een fysiologische 
zoutoplossing gewassen en vervolgens gefixeerd. De condyh werden 
histologisch bewerkt. Van iedere condylus werden de middelste zes 
coupes gebruikt voor autoradiografie. Vergelijkbare coupes uit alle groe-
pen gekweekte en controle-condyh werden op een glas geplakt. 
De relatieve migratie van de gemerkte cellen werd per condylus aan een 
representatieve coupe gemeten met behulp van een oculair-hulpstuk met 
een raster van tien rijen van tien vierkantjes van 1 mm2. Dit hulpstuk 
werd zodanig boven het beeld van het autoradiogram gebracht, dat het 
midden van een zijde van het raster raakte aan de buitenkant van de 
articulaire laag, loodrecht op de lengte-as van de coupe. De positie van 
de gemerkte cellen die het verst van de articulaire laag waren ver-
wijderd, werd in een diagram van het raster genoteerd. Het denkbeeldige 
front dat deze cellen vormen, zal in het vervolg het migratiefront worden 
genoemd. Indien het migratiefront verder dan de lengte van het raster 
was opgeschoven, werd het raster een aantal hokjes verschoven ten 
opzichte van de articulaire laag. Naderhand werd de lengte van het gebied 
tussen het migratiefront en de articulaire laag berekend; dit gebied zal 
hierna het radioactieve gebied worden genoemd. Bij een vergroting van 
320x kwam één hokje van het raster overeen met een lengte van 31 μπι. 
Tevens werd de lengte van de gehele coupe gemeten met behulp van 
een draadoculairmicrometer. 
Als een tweede maat voor de kraakbeengroei werden de chondrocyten 
in het radioactieve gebied langs de lengte-as van de coupe geteld. Dit 
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aantal chondrocyten werd beschouwd als een relatieve maat voor de 
produktie van chondrocyten vanuit de chondrogene laag. 
6 3 2. RESULTATEN 
De resultaten van experiment 6.3. zullen in twee delen worden beschre­
ven : het resultaat van de kweekexpenmenten (deel I) en het resultaat 
van het controle-onderzoek in vivo (deel II). 
Deel I. Kweekexpenmenten. 
Relatieve celmtgratte. In de twee uren na injectie gefixeerde condyh 
waren overal zwaar gemerkte cellen te zien, behalve in de kraakbeenlaag 
(Fig. VI-3). Het is daarom aannemelijk dat de in vitro gekweekte contra-
laterale condyh op het moment van explantatie geen gemerkt kraakbeen 
bevatten. Na een, drie en vijf dagen waren in de hele platcellige kraak­
beenzone wel gemerkte cellen aanwezig (Fig. VI-4). 
De lengte van het radioactieve gebied na de diverse kweekpenoden is in 
tabel VI-1 weergegeven. Het bleek dat ongeveer 40 % van de totale ver­
schuiving van het migratiefront gedurende de eerste dag plaatsvond. 
kweekduur 
dagen 
O1) 
1 
3 
5 
η 
8 
62) 
8 
8 
gem. 
1010 
1150 
1430 
1440 
totaal 
S.D. 
80 
80 
200 
120 
Lengte (μπι) 
R.A. 
gem. 
80 
250 
450 
480 
gebied 
S.D. 
20 
30 
80 
80 
N-R.A. 
gem. 
930 
900 
980 
960 
gebied 
S.D. 
70 
50 
150 
150 
Tabel VI-1 De kweekduur, het aantal condyh (n), het gemiddelde (gem ) en de stand­
aardafwijking (S D ) van de totale lengte, de lengte van het radioactieve (R A ) gebied 
en de lengte van het met-radioactieve (N-R A ) gebied, gemeten aan een autoradiogram 
per condylus 
1) twee uren na injectie op 19 dagen ρ ι 
2) twee condyh konden door foutief snijden tijdens het vervaardigen van de coupes 
met worden gebruikt 
Tabel VI-2 geeft het aantal chondrocyten langs de lengte-as van de coupe 
vanaf het begin van de kraakbeenlaag tot aan het migratiefront. Het 
bleek dat tijdens de eerste kweekdag ongeveer de helft werd geproduceerd 
van het aantal chondrocyten dat in vijf dagen werd gevormd. 
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kweekduur η. chondrocyten 
dagen gem. S.D. 
1 20,5 4,7 
3 38,0 8,6 
5 42,3 5,9 
Tabel VI-2. De kweekduur, het gemiddelde (gem.) en de standaardafwijking (S.D.) van 
het aantal (n) chondrocyten langs de lengte-as van het radioactieve kraakbeengebied. 
Naarmate de kweekduur langer was, waren in de chondrogene laag 
minder gemerkte cellen te zien. De indruk bestond dat meestal ook het 
aantal korrels per gemerkte cel minder werd. Boven sommige cellen lagen 
echter veel meer korrels dan boven de andere, terwijl het aantal korrels 
boven deze zwaar gemerkte cellen vergelijkbaar was met dat boven de 
verst gemigreerde chondrocyten. 
In de articulaire laag werd sporadisch een gemerkte cel waargenomen. 
Lengte van het radioactieve en het niet-radioactieve gebied na de diverse 
kweekperioden. Doordat per condylus zowel de totale lengte als de 
lengte van het radioactieve gebied waren gemeten, kon de lengte van het 
niet-radioactieve gebied worden geschat. De resultaten zijn vermeld in 
tabel VI-1. 
Met behulp van de enkelvoudige variantie-analyse bleek het volgende : 
1) Tussen de groepen condyli, gekweekt gedurende verschillende perioden, 
bestaan significante verschillen in lengte. 
2) De lengten van het radioactieve gebied aan het einde van de vier 
verschillende kweekperioden zijn significant verschillend. Op grond 
van de gevonden gemiddelden kan hieruit worden geconcludeerd, dat 
de lengte van het radioactieve gebied toeneemt tijdens het kweken. 
3) Er werd geen significant verschil gevonden tussen de lengten van het 
niet-radioactieve gebied na de verschillende kweekperioden (F ,,2,, = 
0,61 ; Ρ > 50 % ) , zodat er geen reden is om aan te nemen, dat het 
niet-radioactieve gebied langer wordt tijdens het kweken. 
Deel II. Controle-experiment in vivo. 
Relatieve celmigratie. Na één dag (gerekend vanaf twee uren na injectie) 
waren vanaf de chondrogene laag tot en met de eerste cellagen van het 
hypertrofisch kraakbeen gemerkte chondrocyten te zien. De lengte van 
het radioactieve gebied was gemiddeld 520 μιη (S.D. = 40 μπι). Om 
een indruk te krijgen van de kraakbeenproduktie moet de lengte van 
het radioactieve gebied op twee uren na injectie (80 μιη; S.D. = 20 μπι) 
van dit getal worden afgetrokken. Hieruit volgt dat gedurende de eerste 
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dag na injectie ongeveer 440 μπα kraakbeen in vivo werd geproduceerd. 
Het aantal chondrocyten in het radioactieve gebied, geteld langs de 
lengtc-as van de condyli, bedroeg na één dag gemiddeld 44 cellen 
(S.D. = 4 cellen). 
De cellen in de chondrogene laag waren na een dag zwak gemerkt in 
vergelijking met de begincontroles. In de articulaire laag werden relatief 
veel gemerkte cellen aangetroffen. 
Na twee tot en met vijf dagen waren gemerkte cellen te zien in alle 
delen van het condylaire kraakbeen tot in de erosie- en verbemngszonc. 
Het aantal gemerkte cellen in de chondrogene laag en het eronder lig-
gende gebied van jong rijpend kraakbeen was sterk gedaald, terwijl de 
intensiteit van de markering zwak was. In de articulaire laag werden 
nog af en toe zwak gemerkte cellen aangetroffen. 
Groeisnelheid in vitro en m vwo. De condyli in vitro werden twee uren 
na injectie van de moer geexplanteerd en precies een, drie en vijf dagen 
na explantatie uit de kweek genomen. In vivo werden de condyh ver-
zameld na een tot en met vijf dagen (eveneens gerekend vanaf twee uren 
na injectie). Omdat het tijdsinterval tussen de injectie met ^H-TdR en 
het verzamelen van de condyh in vivo en in vitro gelijk is, kan een 
vergelijking van de lengte van de beide radioactieve gebieden een indruk 
geven van het verschil in groeisnelheid tussen de condyh in vivo en in 
vitro. Met behulp van de toets van Student voor twee steekproeven bleek 
reeds na de eerste dag een significant verschil (Ρ <Ξ 0,001) te bestaan 
tussen de lengten van het radioactieve gebied in vivo en in vitro (gemid­
delde lengte in vivo : 520 μπι, S.D. = 40 μπι; gemiddelde lengte in vitro : 
250 μπι, S.D. = 30 μπι). Ook het aantal chondrocyten langs de lengte-as 
van het radioactieve kraakbeengebied bleek na een dag significant 
(P < 0,001) te verschillen (gemiddeld aantal in vivo : 42,3; S.D. — 5,9; 
gemiddeld aantal in vitro : 20,5; S.D. = 4,7). 
Voor de langere postinjectie-mtervallen was geen vergelijking mogelijk, 
omdat in vivo reeds na twee dagen gemerkte kraakbeencellen in de 
erosiezone werden aangetroffen, waardoor het migratiefront niet was te 
lokaliseren. 
6.4. DISCUSSIE EN CONCLUSIES 
Bij de ехргптепіеп waar in het laatste uur van de kweekpenode het 
medium was vervangen door medium met •iH-TdR, bleken gemerkte cel­
len voor te komen zowel in de articulaire en de chondrogene laag, als 
in het perichondrium aan weerszijden van het kraakbeen. De kraakbeen-
laag bevatte echter geen gemerkte chondrocyten. Dit was ook het geval 
bij de controles die twee uren na injectie met 1H-TdR waren verzameld. 
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Uit deze bevindingen blijkt dat zowel in vitro als in vivo de kraakbeen-
cellen met delen. 
Het percentage gemerkte cellen m de chondrogene laag nam gedurende 
de eerste dag m vitro snel af en was na een en drie dagen vrijwel gelijk. 
Na vijf dagen kweken was nog duidelijk mitose-activiteit in de chondro-
gene laag aanwezig. Omdat met behulp van de lengtemetingen geen 
veranderingen van de condyli tijdens de vijfde dag in vitro konden wor-
den aangetoond (zie hoofdstuk V), is het waarschijnlijk dat de cel-
proliferatie rond de vijfde dag in onze experimenten gering is. 
In de 19 dagen oude controles was de kraakbeenlaag niet gemerkt in tegen-
stelling tot de chondrogene laag, die zwaar was gemerkt. Na de diverse 
kweekpenoden waren over de hele platcellige kraakbeenzone gemerkte 
chondrocyten zichtbaar, waarmee werd aangetoond dat in vitro gemerkte 
cellen uit de chondrogene laag differentieren tot chondrocyten. Er vindt 
dus in vitro appositionele kraakbeengroei vanuit de chondrogene laag 
plaats. Mede uit het feit dat zowel m vivo als in vitro mitose-activiteit 
aanwezig is in de chondrogene laag en niet in de kraakbeenlaag, mag 
worden geconcludeerd dat de groeizone van de condylus is gelokaliseerd 
in de chondrogene laag. 
Om de kraakbeenappositie te quantificeren werd de lengte van het 
radioactieve gebied na de diverse kweekpenoden gemeten op de auto-
radiogrammen. Op dezelfde autoradiogrammen werd ook de totale lengte 
van de condyh bepaald. Het bleek dat de lengte van zowel de hele 
condyh als van het radioactieve gebied tijdens het kweken significant toe-
neemt. De lengte van het niet-radioactieve gebied na de verschillende 
kweekpenoden verschilt echter niet significant. Uit deze bevindingen kan 
worden afgeleid, dat de lengtetoename van de condyh hoofdzakelijk wordt 
veroorzaakt door verlenging van het radioactieve gebied en dus door 
kraakbeenappositie vanuit de chondrogene laag. Het is daarom niet ver-
wonderlijk dat de relatieve verschuiving van het migratiefront en de 
lengtetoename van de condyh (berekend in hoofdstuk V) met elkaar over-
eenstemmen. Gedurende de eerste dag vond ongeveer de helft van zowel 
de totale lengtetoename als de verschuiving van het migratiefront plaats. 
Tevens werd de eerste dag ongeveer de helft gevormd van het totale 
aantal chondrocyten, dat langs de lengte-as van de condylus werd geteld 
na vijf dagen kweken. 
Uit de bevinding dat de lengtetoename voornamelijk plaatsvindt door 
appositie van kraakbeen, volgt dat de vorming van tussensubstantie en 
de maturatie van de chondrocyten in het kraakbeen dat bij explantatie 
reeds aanwezig is, te verwaarlozen factoren zijn bij de lengtetoename 
van de condyh in vitro. 
De hier beschreven resultaten verschillen van die van Charher en Petrovic 
(1967) en Petrovic (1972), die condyh kweekten van vijf, tien en vijftien 
dagen oude ratten met onder andere BGJ als kweekmedium. De door 
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hun gekweekte condyh werden niet langer en vertoonden vanaf de eerste 
uren in vitro geen enkel teken van proliferatie in de chondrogene laag 
(door deze auteurs de prechondroblastenzone genoemd). Dit verschil is 
waarschijnlijk door diverse factoren veroorzaakt. De kweektechniek was 
anders en bovendien waren de explantaten van grotere afmetingen en 
van oudere leeftijd. Uit het hoge percentage gemerkte cellen (22 %) in 
de chondrogene laag bij explantatie op 19 dagen p.i., kan worden afgeleid 
dat in dit stadium van ontwikkeling zeer actieve celproliferatie in de 
chondrogene laag plaatsvindt. Ook bij muizen en apen werd in het foetale 
stadium een grote mitose-activiteit m de chondrogene laag van de 
condylus geconstateerd, deze daalde postnataal echter sterk (Frommer et 
al., 1968; Kanouse et al., 1969). Het is aannemelijk, dat dit ook bij ratten 
het geval is. Immers gedurende de eerste dag na injectie met 'H-TdR 
werd in ons controle-experiment in vivo gemiddeld 440 μπι kraakbeen 
geproduceerd. Blackwood (1966) berekende dat bij zes weken oude 
ratten 35 - 40 μΐη kraakbeengroei per dag plaatsvond. Op grond van deze 
gegevens wordt aangenomen dat de door Charher en Petrovic (1967) 
gekweekte condyh al vanaf het begin van de kweek een veel lagere 
mitose-activiteit bezaten dan de condyh die in onze experimenten wer­
den gebruikt. 
Blackwood (1966) constateerde dat in autoradiogrammen van condyh 
uit ongeveer zes weken oude ratten die zeven dagen na injectie met 
3H-TdR waren gedood, boven sommige kernen in de chondrogene laag 
een veel hoger aantal korrels lag dan boven andere kernen. Het aantal 
korrels boven dergelijke kernen was vergelijkbaar met dat boven de 
kernen van de verst gemigreerde chondrocyten aan de rand van de 
verbenmgszone. Blackwood concludeerde hieruit, dat niet alle cellen m 
de chondrogene laag even vaak delen en dat de rustíase tussen de 
mitoses bij deze sterk gemerkte cellen langer is dan bij de andere cellen. 
Kember (1960) zag eenzelfde verschijnsel bij cellen aan de top van de 
celkolommen in de epiphysairschijf en noemde deze zwaar gemerkte 
cellen « reserve » cellen. In onze controle-condyli, die respectievelijk een 
tot en met vijf dagen na injectie met 1H-TdR waren verzameld, werd 
het aantal korrels boven de kernen van de cellen in de chondrogene laag 
minder naarmate het interval tussen injectie en het doden van het dier 
langer werd. Zwaar gemerkte cellen werden met waargenomen. Deze 
waren wel aanwezig in de drie en vijf dagen gekweekte condyh die twee 
uren vóór de explantatie waren gemerkt. Uit onze experimenten bleek 
dat de groei in vitro aanzienlijk langzamer verloopt dan de groei in vivo. 
Reeds eerder in deze discussie kwam naar voren dat de groei in het door 
Blackwood bestudeerde tijdvak aanzienlijk trager verloopt dan in de 
door ons onderzochte periode. Het is daarom aannemelijk dat deze 
zogenaamde « reserve » cellen slechts voorkomen in perioden van betrek-
kelijk langzame groei en dat ze ontbreken in perioden van zeer snelle 
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groei. De groei in het foetale stadium is blijkbaar zo snel, dat de cellen 
slechts kort in de chondrogene laag liggen. 
Samenvattend kan worden gesteld dat de groeizone van het condylaire 
kraakbeen is gelokaliseerd in de chondrogene laag. De lengtetoename in 
vitro is het gevolg van appositionele kraakbeengroei vanuit de chon-
drogene laag. De cellen uit deze laag differentiëren tot chondrocyten, 
zoals blijkt uit de relatieve migratie van met 3H-TdR gemerkte cellen uit 
de chondrogene laag naar de kraakbeenzone. De kraakbeencellen zelf 
delen niet. 
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Fig. VI-3. Overzicht van het proximale deel van een condylus uit een 
19 dagen oude rattefoetus, twee uren na injectie met 3H-TdR. Zowel in 
de articulaire laag (I) als in de chondrogene laag (II) zijn gemerkte cellen 
aanwezig. De kraakbeenlaag (III) is niet gemerkt. Autoradiogram, H.E. 
x310. 
Fig. VI-4. Deel van de platcellige kraakbeenzone van een condylus na 
vijf dagen kweken. Talrijke chondrocyten zijn gemerkt. Ρ = proximaal; 
D — distaal. Autoradiogram, H.E. χ 310. 
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Fig. VI-1. Overzicht van het proximale deel van een condylus na een dag 
kweken. Een uur vóór het einde van de kweek werd het medium vervangen 
door medium, waaraan 1 μα : !H-TdR per ml medium was toegevoegd. 
Vele cellen in de chondrogene laag (II) zijn gemerkt; die in de kraak-
beenlaag (III) niet. Autoradiogram, H.E. χ 310. 
Fig. VI-2. Overzicht van het proximale deel van een condylus na vijf 
dagen kweken. Een uur vóór het einde van de kweek werd het medium 
vervangen door medium, waaraan 1 μ ο ^H-TdR per ml was toegevoegd. 
In vergelijking met Fig. VI-1 zijn weinig gemerkte cellen in de chondrogene 
laag (II) aanwezig. De kraakbeenlaag (III) is niet gemerkt. Autoradiogram, 
H.E. χ 310. 
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HOOFDSTUK VII 
HISTOCHEMISCHE ASPECTEN VAN HET 
CONDYLAIRE KRAAKBEEN IN VIVO EN IN VITRO 
7.1. INLEIDING 
Het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek is verricht om inzicht te 
verkrijgen in enkele histochemische aspecten van condylair kraakbeen. 
Evenals bij het autoradiografisch onderzoek werd een vergelijkend in 
vivo — in vitro onderzoek uitgevoerd. De aanwezigheid en lokalisatie 
van PAS-positieve substanties werd nagegaan. De intercellulaire matrix 
werd getest op de aanwezigheid van zure glycosaminoglycanen, die 
qualitatief werden onderscheiden in gesulfateerde en niet gesulfateerde 
glycosaminoglycanen. Voorts werd de verkalking van de kraakbeen-
matrix bestudeerd. 
7.2. MATERIAAL EN METHODEN 
Voor het histochemisch onderzoek werden vijf groepen van twaalf con-
dyli, afkomstig van 19 dagen oude foetussen, respectievelijk een, twee, 
drie, vier of vijf dagen gekweekt. Voor het controle-onderzoek in vivo 
werden zes groepen van negen condyli genomen, afkomstig uit dieren die 
in leeftijd varieerden van 19 tot en met 24 dagen p.i.. Gegevens over de 
histologische bewerking en het opbrengschema van de coupes staan onder 
hoofdstuk II, 2.8. beschreven. 
Naast de H.E.-kleuring voor een algemeen overzicht, werden de volgende 
histochemische kleuringen gebruikt : von Kossa, PAS, PAS + diastase, 
toluidine blauw, Astrablau en Astrablau - PAS. Details betreffende deze 
kleuringen en het doel waarvoor ze werden gebruikt, staan vermeld 
onder hoofdstuk II, 2.7.3. 
7.3. RESULTATEN 
Het meest markante verschil tussen de in vivo en in vitro experimenten 
deed zich voor bij de calcificatie. Deze wordt daarom hieronder het eerst 
behandeld. Daarna volgt een bespreking van de PAS-positieve substan-
ties en de glycosaminoglycanen. 
7.3.1. CALCIFICATIE 
In vitro. Op 19 dagen p.i. was het grootste deel van het hypertrofische 
kraakbeen dat door de periostale botschede is omgeven, licht verkalkt 
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(Fig. VII-1). De matrix was rondom de chondrocyten licht gecalcificeerd, 
waardoor het gebied een « honingraat »-aspect vertoonde. Aan het einde 
van de verschillende kweekperioden was de gecalcificeerde kraakbeen-
zone niet langer dan op 19 dagen p.L De intensiteit van de verkalking 
nam weinig toe (Fig. VII-3). Enchondrale verbening van het verkalkte 
kraakbeen werd bij geen enkele condylus waargenomen. 
In vivo. In de periode van 19 - 24 dagen p.i. breidde de verkalking zich 
uit in proximale richting. De botschede die het kraakbeen omgaf, groeide 
eveneens in deze richting en werd duidelijk dikker. Op 24 dagen p.i. was 
bovendien hypertrofisch kraakbeen dat niet door botschede was omgeven, 
verkalkt (Fig. VII-2). Gelijktijdig met het groter worden van het gecalci-
ficeerde gebied, nam ook de intensiteit van de verkalking toe. 
7.3.2. PAS-POSITIEVE SUBSTANTIES 
In vitro. Evenals op 19 dagen p.i. waren na de diverse kweekperioden 
geringe hoeveelheden PAS-positief materiaal aanwezig in de cellen van 
het perichondrium en het periosteum. In de articulaire laag werden 
geen PAS-positieve substanties aangetroffen. 
De cellen in de chondrogene laag bevatten, na kweekperioden van een 
tot en met drie dagen, kleine hoeveelheden PAS-positief materiaal. Na 
vier of vijf dagen waren in deze cellen vrijwel geen PAS-positieve sub-
stanties meer aantoonbaar. 
Naarmate de chondrocyten groter waren, bevatten ze relatief meer PAS-
positief materiaal. In het verkalkte kraakbeen waren intracellulair geen 
PAS-positieve substanties te zien (Fig. VII-4). De matrix van het niet 
hypertrofisch kraakbeen kleurde in vitro niet of nauwelijks met PAS. De 
matrix van het hypertrofisch kraakbeen reageerde zwak PAS-positief. 
In de met diastase behandelde coupes reageerden slechts de randzones 
van de hypertrofische chondrocyten zwak PAS-positief. 
Uit het voorgaande valt af te leiden, dat de PAS-positieve substanties 
in de chondrocyten voornamelijk uit glycogeen bestaan. 
In vivo. In de periode van 19 - 24 dagen p.i. werden in de cellen van het 
perichondrium en het periosteum geringe hoevelheden PAS-positief mate-
riaal aangetroffen. De cellen in de articulaire laag reageerden echter 
negatief op de PAS-kleuring. De cellen in de chondrogene laag bevatten 
op 19 dagen p.i. weinig PAS-positief materiaal, hetgeen in de erop 
volgende dagen nog in hoeveelheid afnam. In de bovenste cellen van de 
kraakbeenlaag kon gedurende de waarnemingsperiode weinig PAS-positief 
materiaal worden aangetoond. In de diepere lagen werd relatief veel 
PAS-positief materiaal in het cytoplasma aangetroffen met een maximum 
in de eerste lagen hypertrofische chondrocyten. In deze cellen was 
vrijwel het hele cytoplasma met PAS-positief materiaal gevuld. Opval-
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lend was dat de intracellulaire opslag van PAS-positief materiaal duidelijk 
minder was in het verkalkte kraakbeen (Fig. VII-5). 
In de periode van 19 - 24 dagen p.i. reageerde de matrix rond de rijpende 
chondrocyten zwak PAS-positief en rond de hypertrofische cellen matig 
positief. 
In de met diastase behandelde coupes waren vrijwel alle PAS-positieve 
stoffen uit de chondrocyten verdwenen. Hieruit blijkt dat deze PAS-
positieve substanties ook in vivo hoofdzakelijk uit glycogeen bestaan. De 
matrix rond de hypertrofische cellen bleef zwak PAS-positief na behan-
deling met diastase. 
7.3.3. GLYCOSAMINOGLYCANEN 
In vitro. Na de diverse kweekperioden kleurden de articulaire laag en 
de chondrogene laag orthochromatisch met toluidine blauw. De matrix 
van het niet verkalkte deel van de kraakbeenlaag kleurde sterk metachro-
matisch met toluidine blauw na de diverse kweekperioden. De matrix 
van het gecalcificeerde kraakbeen kleurde daarentegen na kweekperioden 
van drie dagen en langer steeds minder; na vijf dagen was de gecalcifi-
ceerde matrix vrijwel achromatisch. De overgang naar het geminerali-
seerde kraakbeen manifesteerde zich dan ook duidelijk (Fig. VII-6). 
De kleuring met Astrablau leverde een gelijksoortig beeld op als de 
vorige kleuring (Fig. VII-7a). De matrix van het niet gecalcificeerde 
kraakbeen kleurde sterk met Astrablau na de diverse kweekperioden. De 
matrix van het gecalcificeerde kraakbeen kleurde bij de langere kweek-
perioden zeer zwak, met uitzondering van de meeste randzones die sterk 
Astrablau-positief bleven. 
Bij stijgende concentraties MgCl2 nam de kleuring met Astrablau af : de 
kleurreactie was sterk positief tot en met 0,3 M MgC^; zwak positief 
bij 0,5 M MgCl2 en vrijwel negatief bij 0,8 M MgCU (Fig. VII-7a, b, c, 
d en e). De randzones van een aantal hypertrofische chondrocyten 
bleven echter matig Astrablau-positief. 
De gecombineerde Astrablau - PAS kleuring verschaft inzicht in de ver-
houding van de zure glycosaminoglycanen tot de PAS-positieve substan-
ties in één coupe. Ook met deze kleuring bleek de matrix van het in 
vitro gevormde kraakbeen sterk Astrablau-positief te reageren. PAS-posi-
tieve substanties werden alleen intracellulair aangetroffen. 
In vivo. De articulaire en chondrogene laag kleurden orthochromatisch 
met toluidine blauw in de periode van 19 - 24 dagen p.i.. De kraakbeen-
matrix kleurde sterk metachromatisch met toluidine blauw, met uit-
zondering van het bovenste deel van de kraakbeenlaag, dat licht meta-
chromatisch kleurde. De mate van metachromasie verschilde niet van die 
in vitro. Ook na kleuring met Astrablau bij oplopende concentraties 
MgCls verschilden de kleurreacties in het kraakbeen in vivo niet van die 
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in het niet verkalkte, gekweekte kraakbeen. Ook de gecombineerde 
Astrablau - PAS kleuring liet geen verschillen zien. In de periode van 
19 - 24 dagen p.i. kleurde de kraakbeenmatrix sterk met Astrablau, 
terwijl PAS-positieve substanties alleen in de chondrocyten werden aan-
getroffen (Fig. VII-5). 
Samenvattend kan worden gesteld, dat het in vitro gevormde kraakbeen 
op dezelfde wijze kleurde met toluidine blauw, Astrablau en Astrablau -
PAS als het kraakbeen in vivo. Alleen het gecalcificeerde kraakbeen ver-
toonde een afwijkend gedrag. Het kleurde na langere kweekperioden dan 
twee dagen duidelijk minder sterk; na vier of vijf dagen was het vrijwel 
achromatisch. 
7.4. DISCUSSIE EN CONCLUSIES 
Het in vitro gevormde kraakbeen bleek, voorzover dit met de toegepaste 
technieken kon worden nagegaan, nauwelijks te verschillen van het in 
vivo gevormde kraakbeen. In het kraakbeen dat bij explantatie reeds aan-
wezig was, stopte echter de uitbreiding van de verkalking in proximale 
richting. Slechts de mate van verkalking nam een weinig toe. Het ver-
kalkte kraakbeen verbeende niet. Deze laatste bevindingen stemmen over-
een met die van Charlier en Petrovic (1967). 
In vivo spreidt de verkalking zich wel in proximale richting uit, terwijl 
gelijktijdig de mate van verkalking sterk toeneemt. Doordat de matrix 
rondom de kraakbeencellen verkalkt, heeft het gecalcificeerde kraakbeen 
een soort « honingraat »-aspect. Dit verschijnsel is ook aanwezig bij de 
condyli van oudere ratten en van caviae (Greenspan en Blackwood, 1966; 
Rönning et al., 1967; Durkin et al., 1969). 
Het uitblijven van de verbening in vitro contrasteert sterk met de resul-
taten van transplantaties in vivo. In intracerebraal getransplanteerde 
condyli vindt een progressieve verbening van het kraakbeen plaats, die 
gepaard gaat met een intensieve vascularisatie (Koski en Mäkinen, 1963; 
Koski en Rönning, 1965; Duterloo, 1967). Mogelijk speelt in vitro de 
afwezigheid van vascularisatie een rol bij de waargenomen stoornis in 
de verkalking en het uitblijven van verbening. Een andere mogelijkheid 
is, dat de kweektechniek niet geschikt is om verbening van het kraak-
been te doen plaatsvinden. Verder is het de vraag of het gekweekte 
condylaire kraakbeen niet dusdanig is veranderd, dat het niet meer kan 
verbenen. 
In de periode van 19 - 24 dagen p.i. nam de hoeveelheid glycogeen in de 
chondrogene laag af; op 24 dagen p.i. was nog maar een geringe hoeveel-
heid aanwezig. Deze observatie bevestigt de waarnemingen van Symons 
(1965), die bij twee dagen oude ratten (rond 24 dagen p.i.) weinig 
glycogeen en bij een maand oude ratten geen glycogeen in de chondrogene 
laag vond. Symons suggereerde, dat het glycogeen in de chondrogene laag 
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betrokken is bij de groei. Onze observatie in vitro ondersteunt deze 
opvatting. Immers naarmate de kweekperioden langer duurden, nam de 
hoeveelheid glycogeen in de chondrogene laag af. 
Zowel de in vivo als de in vitro gevormde kraakbeencellen bevatten 
glycogeen. Het gehalte aan glycogeen in de cellen neemt toe naarmate 
deze groter zijn. In het gecalcificeerde kraakbeen verdwijnt in vitro het 
intracellulaire glycogeen geheel, terwijl in vivo een klein aantal hyper-
trofische chondrocyten nog geringe hoeveelheden bevat. Glycogeen werd 
door Symons (1965) en door Greenspan en Blackwood (1966) ook ge-
vonden in het condylaire kraakbeen van oudere ratten. Bij andere 
kraakbenige structuren vindt eveneens intracellulair glycogeenopslag 
plaats (Gutman, 1951; Pritchard, 1952; Dorenbos, 1971). De rol van het 
glycogeen is niet duidelijk. Pritchard (1952) en Weatherell et al. (1964) 
zijn van mening dat het glycogeen in de kraakbeenzone is betrokken bij 
de synthese van glycosaminoglycanen. Ook Knese (1969) gaat ervan uit 
dat de glucose welke voor de synthese van glycosaminoglycanen nodig 
is, door het glycogeen in de chondrocyten wordt geleverd. De sterke 
daling van het glycogeengehalte in de chondrocyten van het verkalkte 
kraakbeen werd door Gutman (1951) en Pritchard (1952) beschouwd als 
een aanwijzing, dat het glycogeen in dit gebied is betrokken bij de ver-
kalking. Ham (1965) beschouwde de sterke daling van het glycogeen-
gehalte in de cellen van het verkalkte kraakbeen als een gevolg van 
autolysis van de stervende cellen. Omdat in vitro in het verkalkte kraak-
been reeds na twee dagen duidelijke degeneratieverschijnselen zowel in 
de matrix als in de cellen aanwezig zijn, zou deze laatste mogelijkheid 
ook kunnen gelden voor de gekweekte condyli. 
De in vitro gevormde kraakbeenmatrix bevat gesulfateerde glycosamino-
glycanen, zoals blijkt uit de sterke metachromasie na kleuring met tolui-
dine blauw. Door kleuring met Astrablau bij stijgende concentraties 
MgCb bleek, dat het hoofdbestanddeel van de zure glycosaminoglycanen 
overeenkomstig reageert als het chondroitine sulfaat in de reeds eerder 
genoemde experimenten van Jansen (1971). Hetzelfde geldt voor het 
kraakbeen van de controle-condyli. In jong kraakbeen bestaan de zure 
glycosaminoglycanen voor een belangrijk deel uit chondroitine sulfaat, 
zoals blijkt uit de onderzoeken van zowel Meyer (1960) als Quintarelli 
en Dellovo (1965). 
Na vier of vijf dagen kweken was het verkalkte deel van het kraakbeen 
vrijwel achromatisch. Hetzelfde verschijnsel trad ook op aan de uiteinden 
van afgeknipte diaphysen, die in vitro werden gekweekt (Shaw en Basset, 
1964). Dit fenomeen werd eveneens waargenomen na transplantaties in 
vivo van afgeknipte condyli en ribkraakbeen (Duterloo, 1967). Achromasie 
van het kraakbeen kan dus, zowel in vivo als in vitro, aan de knipkant 
optreden. Shaw en Basset (1964) veronderstelden dat dit effect wordt 
veroorzaakt door een betere voeding aan de knipkant dan in het centrale 
68 
deel van het explantaat, met als gevolg een verandering in de metabo-
lische processen. Een andere mogelijkheid is echter, dat dit effect wordt 
veroorzaakt door toxische stoffen, die afkomstig zijn van door het 
afknippen beschadigde cellen. 
Samenvattend kan worden gesteld dat, voor zover dit met de toegepaste 
technieken kon worden nagegaan, het in vitro gevormde kraakbeen over-
eenkomstige eigenschappen bezit als het kraakbeen in vivo. In de chondro-
cyten wordt glycogeen opgeslagen, terwijl de kraakbeenmatnx zure 
glycosaminoglycanen bevat. Door kleuring met Astrablau bij stijgende 
concentraties MgCl» blijkt, dat het hoofdbestanddeel der zure glycosamino-
glycanen waarschijnlijk chondroitine sulfaat is. De mate van verkalking 
neemt in vitro slechts weinig toe, terwijl het gecalcificeerde gebied niet 
groter wordt. Het verkalkte kraakbeen is in vitro, in tegenstelling tot in 
vivo, na vier of vijf dagen kweken vrijwel achromatisch. 
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Fig. VII-1. Coupe van een condylus uit een 19 dagen oude rattefoetus. De 
matrix van het hypertrofisch kraakbeen tussen de botschede is licht ver-
kalkt. Von Kossa. χ 50. 
Fig. VII-2. Coupe van een condylus uit een 24 dagen oude rat. De ver-
kalking heeft /ich in de proximale richting uitgebreid in vergelijking met 
19 dagen p.i. (Fig. VIT-l). De mate van verkalking is eveneens toege­
nomen. Von Kossa. χ 35. 
Fig. VII-3. Coupe van een condylus uit een 19 dagen oude rattefoetus na 
vijf dagen kweken. Het verkalkte gebied wijkt in grootte niet duidelijk af 
van dat op 19 dagen p.i.. Von Kossa. χ 50. 
Fig. VII-4. De kraakbeenlaag van een condylus uit een 19 dagen oude ratte­
foetus na vier dagen kweken. De chondrocyten bevatten glycogeen, 70wel 
in het platcelhg kraakbeen als in het kraakbeen dat bij explantatie reeds 
aanwezig was. In het gecalcificeerde kraakbeen is het glycogeen volledig 
verdwenen. Ρ — proximaal; D = distaal. PAS. χ 95. 
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VII-5 Fig. VII-5. Overzicht van het 
proximale deel van een condy-
lus uit een 24 dagen oude rat. 
Naarmate de chondrocyten gro­
ter zijn, is intracellulair meer 
glycogeen aanwezig. In het ge-
calcificeerde kraakbeen (distaal) 
wordt weinig glycogeen in de 
chondrocyten aangetroffen. De 
matrix rond de chondrocyten is 
sterk Astrablau-positief. Het 
gebied dat direct onder de 
chondrogene laag ligt, is zwak 
Astrablau-positief. Astrablau -
PAS. χ 110. 
Fig. VII-6. Coupe van een condylus uit een 19 dagen oude rattefoetus na 
vijf dagen kweken. Let op de sterke metachromasie van het kraakbeen, 
dat boven de botschede is gelegen. Het kraakbeen tussen de botschede is 
vrijwel achromatisch. Toluidine blauw, χ 40. 
Fig. VII-7a, b, c, d en e. Serie-coupes van één condylus uit een 19 dagen 
oude rattefoetus na vijf dagen kweken. 
a) Astrablau. De matrix van het kraakbeen boven de botschede is sterk 
Astrablau-positief, terwijl de matrix van het kraakbeen tussen de bot-
schede zeer zwak kleurt. Slechts de randzones van de meeste hyper-
trofische chondrocyten zijn sterk Astrablau-positief. Vergroting χ 40. 
De figuren b, c, d en e zijn vergrotingen (x 80) van het kraakbeen­
gebied uit Fig. a. 
b) Astrablau + 0,05 M MgCl2; zie tekst a. 
c) Astrablau + 0,3 M MgCk. De kleurintensiteit is iets afgenomen. 
d) Astrablau + 0,5 M MgCla. De matrix van het kraakbeen kleurt zwak 
met Astrablau. 
e) Astrablau + 0,8 M MgCU. De matrix kleurt vrijwel niet meer met 
Astrablau. Sommige cellulaire randzones zijn nog matig Astrablau-
positief. 
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HOOFDSTUK Vili 
ULTRASTRUCTUUR VAN HET CONDYLAIRE 
KRAAKBEEN IN VITRO 
8.1. INLEIDING 
Het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek werd verricht om inzicht te 
verkrijgen in de ultrastructuur van het gekweekte condylaire kraakbeen. 
8.2. MATERIAAL EN METHODEN 
De structuur van twaalf condyli, die twee of vijf dagen waren gekweekt, 
werd vergeleken met die van de 19 dagen oude condyli, beschreven in 
hoofdstuk III, 3.3.2.. Technische gegevens zijn vermeld in hoofdstuk II. 
8.3. RESULTATEN 
Omdat geen essentiële verschillen tussen twee en vijf dagen gekweekt 
condylair kraakbeen werden geconstateerd, zullen beide groepen tesamen 
worden besproken. De figuren (Fig. VIII, 1-13) zijn echter naar kweek-
duur gerangschikt. Het condylaire kraakbeen behield in vitro de laags-
gewijze opbouw, zoals die bij explantatie aanwezig was. De ultrastructuur 
van het kraakbeen zal daarom per laag worden besproken. 
De articulaire laag. 
Deze laag reduceerde tot een enkelvoudig continu, soms discontinu 
laagje fibroblasten. 
De chondrogene laag. 
Proximale zone. De cellen in deze zone zijn grillig van vorm en lijken op 
de chondrogene cellen, die aanwezig zijn in niet gekweekte condyli van 
19 dagen p.i. Opvallend is echter de aanwezigheid van solitaire lyso-
somen en autophage vacuolen. In tegenstelling tot de niet gekweekte 
condyli zijn bij een aantal chondrogene cellen degeneratieve kenmerken 
aanwezig, zoals kernpyknose (Fig. VIII-5). Tussen de celuitlopers vindt 
men een opeenhoping van intercellulair materiaal, waaronder celdebris en 
in verschillende richtingen gerangschikte bundels collagene fibrillen (Fig. 
VIII-1). Zoals bij de niet gekweekte 19 dagen oude condyli liggen chon-
droblasten, die zich in diverse stadia van differentiatie bevinden, ver-
spreid tussen de chondrogene cellen. 
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De distale zone. De/e zone bevat uitsluitend differentiërende chondro-
blasten, die doorgaans plat en langwerpig 7ijn. Na twee dagen werden 
hier nog mitoses gezien, maar na vijf dagen was dit niet meer het geval. 
De cellen liggen dicht op elkaar en hebben soms verschillende stekel-
achtige uitlopers, waardoor intercellulair contact door middel van 
« junctions » mogelijk is (Fig. VIII-6). De chondroblasten zijn in ver-
gelijking met de niet gekweekte cellen veranderd. Er zijn meer vacuolen 
en in structuur en grootte variërende lysosomen aanwezig, die voorname-
lijk in glycogeenveldjes liggen. Verder vallen veel pinocytoseblaasjes en 
accumulaties van hpoiddruppels op. 
Het RER is gedilateerd en gevuld met een electronendichte substantie. 
Verder treft men « multivesicular bodies », bundels microfilamenten en 
enkele microtubuh aan. De Golgi-arealen hebben sterk gezwollen cisternae 
met een grijze amorfe inhoud. « Fcdysis »-verschijnselen komen veelvuldig 
voor, terwijl in sommige chondroblasten ciha aanwezig zijn. 
De op 19 dagen p.i. aanwezige capillairen werden niet meer aangetroffen. 
De electronentransparante intercellulaire ruimten zijn smaller dan bij de 
controle-condyli en bevatten meer georganiseerde bundels fibnllen en 
minder celdetntus dan in de proximale zone. 
De kraakbeenlaag. 
De kraakbeenlaag wordt in tegenstelling tot de chondrogene laag geken-
merkt door sterk verwijde electronendichte intercellulaire ruimten met 
grote hoeveelheden kleine fibnllen. Hierdoor is de overgang tussen beide 
lagen electronenmicroscopisch duidelijk gemarkeerd (Fig. VIII-2 en 7). De 
chondrocyten die in het grensgebied liggen, zijn groter dan de cellen in 
de chondrogene laag, maar hebben wel de spoelvorm behouden. De 
dieper gelegen cellen zijn groter en liggen in duidelijk begrensde electronen-
transparante lacunae (Fig. VIII-8 en 11). De filopodien variëren van kort 
en plomp tot smal en dun; sommige reiken tot aan de rand van de 
celhof. De kernen van de chondrocyten zijn doorgaans boonvormig en 
plomp. Nucleoli zijn met vaak te zien. 
Het RER bestaat uit korte lamellen, is verwijd en gevuld met een grijze 
substantie. De lokalisatie varieert van juxtanucleair tot perifeer. De 
Golgi-arealen zijn talrijk en vallen op door sterke, ballonachtige dilataties 
met een grijs, amorf secretieproduct. Naast enkele microtubuh komen 
intracellulaire microfilamenten voor, die voornamelijk juxtanucleair en/of 
perifeer in bundels zijn gelegen (Fig. VIII-4 en 12). Opvallende glycogeen-
velden, al of met gevacuohseerd, liggen eveneens juxtanucleair of in de 
meest perifeer gelegen celuitlopers. Het aantal pinocytose blaasjes (o.a. 
« bristle-coated vesicles »), autophage vacuolen, secundaire lysosomen en 
« residual bodies » lijkt ten opzichte van de chondrogene laag te zijn 
toegenomen. Er zijn weinig mitochondria aanwezig; deze zijn meestal vrij 
smal en langwerpig. Het aantal polysomen lijkt afgenomen in verge-
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lijking met de situatie bij de 19 dagen oude condyli. Opmerkelijk is de 
aanwezigheid van talrijke intracellulaire « multivesicular bodies ». Ze zijn 
door een membraan omgeven en bevatten microvesiculae, die in aantal 
variëren van twee tot veertig. Vaak zijn rupturen zichtbaar in het omrin-
gende membraan, waardoor de microvesiculae vrijkomen (Fig. VIII-3). 
Naast « ecdysis »-verschijnselen komen in enkele chondrocyten cilia voor 
(Fig. VIII-4 en 10). 
In de diepe lagen van het in vitro gevormde kraakbeen blijken de chon-
drocyten na vijf dagen kweken te verschillen van die na twee dagen. Na 
vijf dagen zijn ener/ijds m de meest vitale cellen accumulaties van kleine 
en grote vacuolen te zien (Fig. VIII-13), anderzijds vertonen sommige 
chondrocyten een geschrompeld, osmiofiel aspect. Vacuohsatie treedt eerst 
op in de periferie van de cel en breidt zich dan verder uit. Op diverse 
plaatsen hebben de vacuolen contact met de celmembraan; vaak is een 
doorbraak naar de extracellulaire ruimte zichtbaar (Fig. VIII-9). Hierdoor 
zijn alternerende uitsparingen in het perifere cytoplasma waarneembaar, 
die in open verbinding staan met de celhof. Dit beeld geeft het typisch 
stekelige aspect van de oudere chondrocyt. « Ecdysis »-verschijnselen zijn 
hier schaarser. Het extracellulaire materiaal bestaat voornamelijk uit een 
grillig netwerk van korte fibnllen, waarop vele donkere pencellulairc 
granula liggen. 
8.4. DISCUSSIE EN CONCLUSIES 
De ultrastructuur van gekweekt articulait kraakbeen is in de literatuur 
beschreven (Motta en Renda, 1969; Goei, 1970, Eguchi en Okada, 1971). 
Daarentegen is electronenmicroscopisch onderzoek van gekweekt condy-
lair kraakbeen van de mandíbula, voor zover bekend, nog niet eerder 
gepubliceerd. 
In het eigen materiaal blijken geen essentiële verschillen te bestaan tussen 
twee en vijf dagen gekweekt condylair kraakbeen. In de proximale zone 
van de chondrogene laag komen naast intacte chondrogene cellen, ook 
cellen voor met degeneratieverschijnselen of zelfs volledig cclverval. Ver-
moedelijk hebben deze jonge, chondrogene cellen zich niet kunnen aan-
passen aan het totaal veranderde leefmilieu in vitro. 
De chondroblasten blijven in vitro voor het merendeel intact. Ze worden 
spoelvormig en langgerekt en gaan dichter op elkaar liggen. In tegen-
stelling tot in vivo is er op sommige plaatsen intercellulair contact door 
middel van « junctions », welke ook worden beschreven door Motta 
en Renda (1969) in hun kweken. 
Na twee dagen kweken werden electronenmicroscopisch nog mitoses 
waargenomen, terwijl dit na vijf dagen niet meer het geval was. Gezien 
de autoradiografische bevindingen (hoofdstuk VI) betekent dit echter 
met, dat na vijf dagen geen mitoses meer aanwezig waren. 
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In de chondroblasten zijn goed ontwikkelde Golgi-arealen aanwezig, 
terwijl in vergelijking met de 19 dagen oude controles het aantal lyso-
somen, autophage vacuolen en pinocytoseblaasjes sterk is toegenomen. 
Ook komen naast cilia, opvallende « multivesicular bodies » in deze cellen 
voor. De aanwezigheid van deze laatste structuren hangt waarschijnlijk 
samen met het verschijnsel « endocytosis » (Holtzmann en Dominitz, 
1968; Vossen, 1972), dat tijdens het kweken duidelijk op de voorgrond 
treedt. Het zojuist beschreven intracellulaire beeld suggereert dat er van 
het « vacuolaire apparaat » een grote activiteit uitgaat, enerzijds in ver-
band met de opname en verwerking van voedende bestanddelen uit het 
kweekmedium, anderzijds in verband met de synthese van bouwstoffen 
voor de extracellulaire matrix (Cameron, 1968). Bovendien suggereren 
de « ecdysis »-verschijnselen een verhoogde intracellulaire synthese-
activiteit. 
In de cellen worden tevens accumulaties van lipoïddruppels en bundels 
microfilamenten waargenomen. Diverse auteurs vermelden het voorkomen 
van bundels intracytoplasmatische filamenten in chondrocyten van het 
articulaire kraakbeen van jonge konijnen (Palfrey en Davies, 1966; 
Silberberg, 1968), hongerende muizen (Silberberg et al., 1967) en vol-
wassen personen (Roy en Meachin, 1968) en in chondrocyten van condy-
lair mandibulair kraakbeen van caviae (Silva en Hart, 1967). Het is niet 
duidelijk of dit moet worden beschouwd als een teken van degeneratie, 
veroudering of functionele verandering. Doordat in ons materiaal micro-
filamenten alleen in de gekweekte condyli werden gevonden, zowel in de 
chondrogene als in de kraakbeenlaag, is het waarschijnlijk dat ze hier 
een uiting zijn van een veranderde functionele toestand. Bovendien pleiten 
het cytologische beeld en de DNA-synthese in de chondroblasten (auto-
radiografie, hoofdstuk VI) er niet voor, dat ze een teken van degeneratie 
zijn. 
Zoals eerder vermeld, treft men in het distale deel van de chondrogene 
laag smalle electronentransparante intercellulaire ruimten aan met relatief 
weinig bundels fibrillen. Deze intercellulaire ruimten zijn smaller dan in 
vivo. De kraakbeenlaag daarentegen wordt reeds direct onder de chon-
drogene laag gekenmerkt door sterk verwijde electronendichte intercellu-
laire ruimten met grote hoeveelheden kleine fibrillen. Hierdoor is de 
overgang tussen beide lagen in vitro electronenmicroscopisch nog duide-
lijker gemarkeerd dan in vivo; lichtmicroscopisch is deze vrij vaag. De 
chondrocyten in de bovenste lagen van het kraakbeen vertonen vrijwel 
dezelfde cytologische kenmerken als de chondroblasten. Ze zijn echter 
groter en bevatten meer glycogeen. De jonge chondrocyten zijn in vitro 
uitstekend gepreserveerd. Op grond van het cytologische beeld is het 
aannemelijk dat ze nog behoorlijk functioneren en secerneren, hetgeen ook 
blijkt uit de fibrillenrijke electronendichte matrix. 
In de diepe lagen van het gekweekte kraakbeen blijken verschillen te 
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bestaan tussen twee dagen en vijf dagen gekweekte chondrocyten. De vijf 
dagen gekweekte cellen bezitten grotere vacuolen en vertonen meer kern-
pyknose en celdetritus. In het algemeen ziet men een beginnende 
vacuolisade, waarbij de celorganellen worden verdrongen door multipele 
vacuolen, die bij voorkeur ontstaan in de grotere glycogeenvelden. Ver-
volgens versmelten deze, waarna een doorbraak naar de extracellulaire 
hof plaatsvindt. Bij de 19 dagen oude condyli was dit verschijnsel niet 
aanwezig, waardoor de mogelijkheid van een fixatie-artefact kan worden 
uitgesloten. Waarschijnlijk spelen de kweekomstandigheden hier een rol. 
Samenvattend kan worden gesteld, dat over het algemeen de in vitro 
gevormde chondroblasten en chondrocyten goed gepreserveerd zijn. 
Het cytologisch aspect van beide typen cellen wijst op een actieve 
celfunctie, hetgeen bij de chondrocyten bovendien blijkt uit de electronen-
dichte fibrillenrijke extracellulaire matrix, die in vitro wordt gevormd. 
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Fig. VIII-1. Direct onder de articulaire laag worden celdetritus en vele 
collagene vezels aangetroffen tussen de cytoplasma-uitlopers van de 
chondrogene cellen. Vaak zijn lipoïddruppels (z1) aanwezig. Twee dagen 
in vitro, χ 9000. 
Fig. VIII-2. Overgang chondrogene laag naar kraakbeenlaag. Bovenaan is 
het grillig gevormde cytoplasma van een chondroblast zichtbaar. Onder­
aan ligt een chondrocyt met grote glycogeenarealen (GL), waarin vacuolen 
aanwezig zijn. Let op de typische rangschikking van het RER. Veel korte 
fibrillen met electronendichte pericellulaire granula zijn in de extra-
cellulaire ruimte aanwezig. Twee dagen in vitro, χ 7000. 
Fig. VIII-3. Detail van een chondrocyt. Onderaan is een glycogeenveldje 
(GL) waarneembaar en in het midden een Golgi-areaal (G) met distale 
verwijdingen. Aan weerszijden hiervan zijn « multivesicular bodies » (S1) 
zichtbaar. Twee dagen in vitro, χ 27000. 
Fig. VIII-4. Detail van een chondrocyt. In het cytoplasma verlopen bundels 
fijne microfilamenten (x). Let op de donkere « bristle-coated vesicles » (/'). 
« Ecdysis »-verschijnselen (E) ziet men links onder. Twee dagen in vitro. 
χ 27000. 
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Fig. VIII-5. Linksboven is het cytoplasma (/*) van een fibroblast uit de 
articulaire laag te zien. Ernaast bevindt zich een aantal cellen uit de 
chondrogene laag. Kernpyknose, talrijke lysosomale structuren en inter­
cellulair celdebris zijn waarneembaar. Vijf dagen in vitro, χ 6000. 
Fig. VIII-6. Differentiërende chondroblasten in de chondrogene laag. 
Ze zijn vaak langwerpig. Let op de grote hoeveelheid vesiculae, donkere 
lysosomale structuren en « multivesicular bodies » in het cytoplasma. 
Vijf dagen in vitro, χ 6000. 
Fig. VIII-7. De abrupte overgang tussen chondrogene laag en kraakbeen-
laag. Links bevinden zich chondroblasten; rechts is een chondrocyt aan­
wezig met eromheen een grijsachtige tussensubstantie, waarin korte 
fibrillen verlopen. Vijf dagen in vitro, χ 7000. 
Fig. VIII-8. Overzicht van een deel van het in vitro gevormde kraakbeen. 
De uitgespaarde celhoven en de intracytoplasmatische vacuolen zijn 
goed zichtbaar. Vijf dagen in vitro, χ 650. 
Fig. VIII-9. Deel van een chondrocyt. De celhof (x) tusen de korte cel-
filopodiën is duidelijk electronentransparant. Lipoïdvacuolen (V) zijn 
aanwezig. Linksboven is de intercellulaire fibrillenmassa zichtbaar. Vijf 
dagen in vitro, χ 7000. 
Fig. VIII-10. Detailopname van een chondrocyt met cilium (rechts). Vijf 
dagen in vitro, χ 27000. 
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Fig. VIII-11. Een chondrocyt. Let op de goede cytologische preservatie der 
organeilen. De opvallendste veranderingen in vergelijking met 19 dagen p.i. 
zijn de aanwezigheid van grotere vacuolen en electronendichte lysosomale 
structuren (/"). Vijf dagen in vitro, χ 7000. 
Fig. Vili-12. Een jonge chondrocyt. Intracytoplasmatische bundels micro-
filamenten (x) zijn aanwezig. Vijf dagen in vitro, χ 7300. 
Fig. VIII-13. Gedeelte van een chondrocyt uit het diepere deel van de 
kraakbeenlaag. Aan de linkerkant bevindt zich een Golgi-areaal met in de 
nabijheid vrije vesiculae en donkere lysosomale structuren. Let op de 
grote vacuolen (al dan niet gevuld met losse partikels) midden in de 
glycogeenvelden van de chondrocyt. Vijf dagen in vitro, χ 10800. 
84 
III -12 Vili -13 
85 
SAMENVATTING EN CONCLUSIES 
In de inleiding van dit proefschrift werden diverse opvattingen over de 
rol die de condylus mandibulae bij de groei van de onderkaak zou spelen, 
in het kort genoemd. Een vermeerdering van kennis en inzicht in de 
morfologie, biochemie en de fysiologie van het condylaire kraakbeen is 
met alleen van groot belang om uitgesproken afwijkingen in de groei van 
de onderkaak te kunnen voorkomen of te corrigeren, maar ook om niet 
harmonische variaties in de gelaatsconfiguratie meer gericht te kunnen 
behandelen. Talrijk zijn de dierexperimenten, die met dit oogmerk reeds 
zijn uitgevoerd. De eraan inherente oncontroleerbare factoren en de 
daarmee samenhangende problemen bij de interpretatie zijn er mede ver-
antwoordelijk voor, dat nog geen eenstemmigheid is bereikt over de 
wijze waarop de groei van het condylaire kraakbeen wordt gereguleerd. 
Het doel van het hier gepresenteerde onderzoek was met alleen het ver-
groten van de beschikbare kennis van het condylaire kraakbeen, maar 
tevens het ontwikkelen van een methode waarmee oncontroleerbare of 
moeilijk in de hand te houden factoren bij experimenteel onderzoek 
zoveel mogelijk worden uitgeschakeld. De groei van het condylaire 
kraakbeen werd bij ratten in vivo bestudeerd. Bovendien werd een ge-
standaardiseerde kweekmcthode voor het condylaire kraakbeen van de 
rat ontwikkeld, waarmee de groei in vitro uitgebreid werd onderzocht. 
Materiaal en methoden zijn behandeld in hoofdstuk II. In totaal werden 
160 condyh van ratten in vivo bestudeerd; de leeftijd varieerde van 19 
tot en met 24 dagen p.i.. Daarnaast werden 274 condyh van 19 dagen 
oude foetussen gekweekt. De kweekduur varieerde van éen tot en met 
vijf dagen. 
Mede om de veranderingen in vitro te kunnen beoordelen, volgde in 
hoofdstuk III een beschrijving van de histologische structuur van de 
condylus ten tijde van de explantatie in vitro (19 dagen ρ ι.). Lichtmicro-
scopisch kunnen dan in de condylus van proximaal (gewnchtskant) naar 
distaal (van de gewnchtskant af) drie lagen worden onderscheiden : de 
articulaire laag, de chondrogene laag en de kraakbeenlaag. 
Het electronenmicroscopisch onderzoek bevestigde dat de articulaire laag 
bestaat uit platte, langwerpige fibroblasten, waartussen veel collagene 
vezels liggen. De chondrogene laag kan worden onderverdeeld in een 
proximale en een distale zone die geleidelijk in elkaar overgaan. In de 
proximale zone overheerst een bepaald type cel, die « chondrogene cel » 
werd genoemd. In deze cellen werden geen mitoses waargenomen. Tussen 
de chondrogene cellen liggen chondroblasten her en der verspreid. In de 
distale zone komen uitsluitend chondroblasten in diverse stadia van diffe­
rentiatie voor; hier zijn veel mitoses te zien. Tevens zijn in deze zone 
capillairen met een atypische endotheelbekleding aanwezig. 
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Doordat in het distale deel van de chondrogene laag de intercellulaire 
ruimten smal en electronentransparant zijn en in de aangrenzende kraak-
beenlaag breed en electronendicht, is de overgang tussen beide lagen 
electronenmicroscopisch zeer duidelijk zichtbaar. Lichtmicroscopisch is 
deze overgang vaag. In het bovenste deel van de kraakbeenlaag over-
heersen jonge platte chondrocyten, hoewel ook afgeronde vormen voor-
komen. In het diepere deel worden hoofdzakelijk afgeronde, rijpe chon-
drocyten aangetroffen. 
In hoofdstuk IV werden kweken van het condylaire kraakbeen op het 
synthetische medium BGJ met of zonder toevoeging van serum of serum 
plus embryo-extract, beschreven. In condyli die twee of vier dagen op 
medium BGJ met 10 % foetaal kalfsserum of 10 % paardeserum zijn 
gekweekt, is een verstoring van de histologische structuur te zien. In 
tegenstelling tot de kraakbeenlaag wordt de chondrogene laag aanzienlijk 
dikker door een grote toename van het aantal cellen. Tussen beide lagen 
zijn gebieden met degenererende en necrotische cellen en intercellulaire 
vacuolen waarneembaar. Deze vacuolen smelten doorgaans samen tot 
een grote holte, die omgeven is door een verdichting van cellulaire struc-
turen. Deze stoornis treedt niet op, als de condyli op het medium BGJ 
zonder toevoegingen worden gekweekt. In deze gevallen blijft de histo-
logische organisatie behouden, terwijl de kraakbeenlaag duidelijk dikker 
wordt en de chondrogene laag iets dunner. Onder de chondrogene laag 
is na twee en vier dagen kweken een zone platte chondrocyten met 
relatief weinig matrix waarneembaar. Omdat deze « platcellige kraak-
beenzone » niet aanwezig is in de ongekweekte controle-condyli, werd 
geconcludeerd dat in vitro chondrogenese heeft plaatsgevonden. In de 
volgende hoofdstukken werd de groei van de condyli op het medium BGJ 
nader geanalyseerd. 
In hoofdstuk V zijn de veranderingen zowel in lengte en breedte, als in 
vorm nagegaan. De helft van de totale lengtetoename in vijf dagen blijkt 
plaats te vinden gedurende de eerste dag in vitro. In de erop volgende 
dagen neemt de lengte significant toe, behalve op de laatste, de vijfde 
dag. Een quantitatieve indruk van het verloop van de dagelijkse lengte-
toename wordt gegeven in figuur V-2. Breedteveranderingen konden niet 
worden aangetoond. Afgezien van de lengtetoename blijven de kenmer-
kende contouren van de condyli in vitro behouden. 
In hoofdstuk VI werd met behulp van autoradiografie met getritiëerd 
thymidine aangetoond dat, zowel in vivo als in vitro, de groeizone van 
het condylaire kraakbeen is gelokaliseerd in de chondrogene laag. De 
mitose-activiteit in deze laag daalt, naarmate de kweekduur toeneemt. 
Hoewel na vijf dagen geen lengtetoename meer kon worden aangetoond, 
bleek dan toch nog mitose-activiteit in de chondrogene laag aanwezig te 
zijn. 
Het bleek dat de totale lengtetoename in vitro hoofdzakelijk het gevolg 
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is van nieuwe kraakbeenappositie vanuit de chondrogene laag. De hoe-
veelheid kraakbeenappositie gedurende de eerste dag in vitro is ongeveer 
de helft van die gedurende de overeenkomstige dag in vivo. 
In hoofdstuk VII werden histochemische aspecten van het kraakbeen in 
vitro vergeleken met die van het kraakbeen in vivo. Het verkalkte 
gebied wordt in vitro niet groter en de mate van verkalking neemt slechts 
weinig toe. In vivo daarentegen breidt in de periode van 19 - 24 dagen p.i. 
de verkalking van het kraakbeen zich sterk in proximale richting uit en 
wordt veel intensiever. 
De intracellulaire PAS-positieve substanties van het in vitro gevormde 
kraakbeen bleken, evenals in vivo, hoofdzakelijk uit glycogeen te bestaan. 
De kraakbeenmatnx is, evenals in vivo, rijk aan gesulfateerde glycosamino-
glycanen, waarvan het hoofdbestanddeel waarschijnlijk chondroitine 
sulfaat is. Het gecalcificeerde kraakbeen, dat bij explantatie reeds aan-
wezig is, reageert heel anders dan in vivo. Na kweekpenoden van drie 
dagen en langer vermindert de kleurreactie met toluidine blauw en 
Astrablau. Na vijf dagen is dit deel van het kraakbeen vrijwel achroma-
tisch. 
In hoofdstuk VIII werd de ultrastructuur van het in vitro gevormde 
kraakbeen behandeld. Zowel bij de twee als vijf dagen gekweekte condyli 
blijft de opbouw in lagen behouden. De articulaire laag reduceert tot een 
enkelvoudig laagje fibroblasten. In de proximale zone van de chondrogene 
laag worden zowel intacte als degenererende chondrogene cellen aange-
troffen. De chondrogene cellen kunnen zich m vitro blijkbaar minder 
goed handhaven dan de chondroblasten, die merendeels intact blijven. 
Wel worden de chondroblasten spoelvormig. Het intracellulaire beeld 
geeft aan, dat er een grote activiteit uitgaat van het vacuolaire apparaat; 
waarschijnlijk enerzijds in verband met de opname en verwerking van 
voedingsstoffen uit het kweekmedium, anderzijds in verband met de 
synthese van bouwstoffen voor de extracellulaire matrix. 
Doordat in de chondrogene laag de intercellulaire ruimten electronen-
transparant zijn en vooral in het distale deel /eer smal worden (er zijn 
op sommige plaatsen intercellulaire contacten te zien), terwijl direct 
eronder in de kraakbeenlaag brede, electronendichte intercellulaire ruim-
ten met grote hoeveelheden korte fibnllen aanwezig zijn, is de overgang 
tussen beide lagen in vitro nog duidelijker gemarkeerd dan in vivo. De 
jonge chondrocyten zijn goed gepreserveerd. Op grond van het cytolo-
gische beeld en de fibrillenrijke, electronendichte matrix is het aan-
nemelijk, dat deze cellen functioneren en secerneren. 
Wanneer we de gegevens van dit onderzoek nogmaals beschouwen, dan 
kan gesteld worden dat de chondrogene laag niet uit een type, maar uit 
twee verschillende typen cellen bestaat : chondrogene cellen die in de 
proximale zone overheersen en chondroblasten die voornamelijk in de 
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distale zone voorkomen. De rol van de chondrogene cellen die noch op 
fibroblasten, noch op mesenchymale cellen lijken, wordt uit ons mate-
riaal echter niet duidelijk. Het ¿ou kunnen, dat deze cellen fungeren als 
moedercellen voor de chondroblasten. De mogelijkheid dient echter met 
te worden uitgesloten, dat ze kunnen differentieren tot fibroblasten die 
bestemd zijn voor de articulaire laag Een nader onderzoek naar de rol 
van deze chondrogene cellen lijkt gewenst. 
In tegenstelling tot de chondrogene cellen vertoonden de chondroblasten 
vele mitoses, zodat wordt aangenomen dat hoofdzakelijk deze cellen voor 
de proliferatie in de chondrogene laag zorgen. Een nieuwe bevinding 
vormt ook de aanwezigheid van capillairen in de chondrogene laag. 
Uit de kweekexpenmenten blijkt duidelijk, dat het condylaire kraakbeen 
van rattefoetussen op het synthetische medium BGJ in de lengte groeit 
door kraakbeenappositie vanuit de chondrogene laag. De histochemische 
eigenschappen van het in vitro gevormde kraakbeen blijken, voorzover dit 
met de toegepaste technieken kon worden nagegaan, overeen te stemmen 
met die van het in vivo gevormde kraakbeen. Ook de ultrastructuur van 
de in vitro ontstane chondroblasten en chondrocyten suggereert, dat deze 
cellen actief functioneren. Opmerkelijk is de reactie die teweeg wordt 
gebracht door toevoeging van 10 %> serum aan het kweekmedium. Het 
serum verstoort de groei en histologische organisatie van het condylaire 
kraakbeen en met van het epiphysaire kraakbeen, dat onder dezelfde 
omstandigheden als het condylaire kraakbeen werd gekweekt. Deze 
bevinding suggereert dat er een verschil tussen condylair en epiphysair 
kraakbeen bestaat, wat betreft de reactie op een of meerdere biochemische 
factoren in het serum. Het verdient aanbeveling de rol van de serum-
componenten te onderzoeken. 
Uit de resultaten van dit onderzoek blijkt duidelijk, dat het condylaire 
kraakbeen onafhankelijk van de in vivo aanwezige milieufactoren kan 
groeien. Doordat dit resultaat is bereikt met een volledig gestandaardi-
seerde kweekmethode (o.a. synthetisch medium), bestaat nu de mogelijk-
heid de invloed van afzonderlijke groeifactoren, zoals hormonen, vita-
minen, enzymen etc, op het condylaire kraakbeen te bestuderen. De 
resultaten van dergelijk onderzoek zouden kunnen leiden tot een chemo-
therapeutische beïnvloeding van de groei in de condylus mandibulae. 
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SUMMARY AND CONCLUSIONS 
The introduction of this thesis points to several opinions about the role 
of the condylar cartilage in mandibular growth. More knowledge of the 
morphology, biochemistry and physiology is not only important to 
prevent and to correct anomalies in mandibular growth but also to treat 
disharmonie variations in the configuration of the face. Many experi-
ments with animals have been designed for these purposes. The inherent 
uncontrollable factors and the coherent problems in the interpretation 
of this kind of experiments are, inter alia, responsible for the contro-
versial opinions concerning the regulation of the condylar and mandibular 
growth. 
The purpose of the present investigation was to enrich the knowledge 
concerning the condylar cartilage and to develop a method of investiga-
tion in which uncontrollable factors are eliminated so far as possible. 
The growth of the condylar cartilage was studied in rats in vivo. Also 
a standardized culture method for the condylar cartilage was developed 
which allows investigations of the growth of the condylar cartilage under 
controllable circumstances. 
Materials and methods are given in Chapter II. A total of 160 condyles 
varying in age from 19 to 24 days post insemination (p.i.) was used 
for the in vivo study. In vitro 274 condyles of 19 days p.i. foetuses were 
grown in organ culture for periods varying from one to five days. 
To evaluate the changes in vitro in Chaper III a detailed description is 
given of the histologic structure at the time of explantation (19 days p.i.). 
Under the light microscope three layers of cells in the condyle can be 
discerned when viewed from the proximal (articular) to the distal side, 
i.e. the articular layer, the chondrogenic layer and the cartilage layer. 
The ultrastructural investigation confirms that the articular layer consists 
of flat fibroblasts interspersed with many collagen fibers. The chondro-
genic layer can be divided into a proximal and a distal zone which 
intermingle with each other. In the proximal zone a particular type of 
cell, not previously mentioned in the literature, was clearly seen for which 
the name « chondrogenic » cell is suggested. In these cells mitoses were 
not seen. Between the chondrogenic cells several chondroblasts can be 
found. Differentiating chondroblasts with many mitotic figures are present 
in the distal zone. Also capillaries with an atypical endothelium are 
present. The intercellular spaces are small and electronlight in the 
distal part of the chondrogenic layer and larger and electrondense in 
the adjacent cartilage layer. Therefore the boundary between both layers 
is very distinct having a vague outline under the light microscope. In 
the upper part of the cartilage layer young flat chondrocytes dominate, 
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rounded forms being also present; in the deeper layers there are mostly 
rounded chondrocytes. 
In Chapter IV a description is given of condylar cartilage cultures on the 
synthetic medium BGJ with or without addition of serum or serum 
plus embryo-extract. In condyles cultured for two or four days on 
medium BGJ with 10 % foetal calfserum or 10 % horseserum, a distur-
bance of the histological structure is seen. In contrast with the cartilage 
layer the chondrogemc layer becomes much thicker due to an increase in 
the number of cells. Between both layers there are areas with degenerating 
and necrotic cells and many intercellular vacuoles are present. Mostly 
these vacuoles fuse to form one continuous lumen, lined with a conden-
sation of cellular structures. This phenomenon does not happen when 
the condyles are cultured only on medium BGJ. In this case the histo-
logic organisation is maintained. The cartilage layer becomes much 
thicker and the chondrogemc layer somewhat thinner. Beneath the chon-
drogemc layer a zone of flat chondrocytes with relatively little matrix 
was seen after two and after four days in culture. As this cartilage zone 
is not present in uncultured controls, it is concluded that in vitro chondro-
genesis has taken place. In subsequent chapters the growth of the con-
dyles on medium BGJ is further analysed. 
In Chapter V the changes in length, width and form are investigated. 
Half of the total increase in length in five days occurs during the first 
day in vitro. In the following days there is a significant increase in 
length, except on the last, the fifth day (Table V-l). A quantitative 
impression of the daily increase in length is given in figure V-2. Changes 
in width could not be detected. Apart from the increase in length the 
typical contours of the condyles in vitro were maintained. 
In Chapter VI it is demonstrated through autoradiography with tntiated 
thymidine, that in vivo as well as in vitro the growth zone of the 
condylar cartilage is localized in the chondrogemc layer. The mitotic 
activity in this layer falls as the culture period is extended. After five 
days no increase in length could be demonstrated (Chapter V), never-
theless mitotic activity is present in the chondrogemc layer. It became 
clear that the total increase in length in vitro is mainly caused by 
cartilage apposition from the chondrogemc layer. The amount of car-
tilage formed during the first day in vitro is only about half of the 
cartilage formed during the corresponding day in vivo. 
In Chapter VII histochemical aspects of the cartilage in vitro are compared 
with those of the cartilage in vivo. The calcified area does not enlarge 
in vitro and the calcification is only slightly intensified. In vivo the 
calcification spreads in a proximal direction in the period from 19 - 24 days 
p.i. and also becomes more intense. The intracellular PAS-positive 
material in the in vitro formed cartilage was shown to be mainly 
glycogen, as in vivo. The cartilage matrix is rich in sulfated glycosammo-
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glycans, which probably is chondroitin sulfate, as in vivo. The calcified 
cartilage reacts in vitro in a totally different manner to in vivo. The reac-
tion with toluidine blue and Astrablau becomes less intense with cul-
tures from three days and longer. After five days the calcified part is 
achromatic. 
In Chapter VIII the fine structure of the in vitro formed cartilage is 
described. The build up of layers, as in the uncultured controls, is 
maintained. The articular layer is reduced to a thin layer of fibroblasts. 
In the proximal zone of the chondrogenic layer both intact and 
degenerating chondrogenic cells can be found. The chondrogenic cells 
appear to be less preserved than the chondroblasts, which seem to be 
spindle-shaped. The cytologic picture of the chondroblasts demonstrated 
great activity in the vacuolar apparatus : probably, on the one hand, in 
connection with the uptake and digestion of nutrients from the culture 
medium or, on the other hand, in connection with the synthesis of 
materials for the extracellular matrix. 
The intercellular spaces are electronhght and very small in the chon-
drogenic layer — in some places intercellular junctions can be seen — 
and wide and electrondense with many short fibrils in the adjacent 
cartilage layer. Therefore the boundary between both layers appears in 
vitro even more defined than in vivo. The young chondrocytes are well 
preserved. On account of the cytologic picture and the electrondense 
extracellular matrix, rich in fibrils, one can assume that these cells are 
functioning and secreting. 
Reviewing the data derived from this study it can be stated that the 
chondrogenic layer is build up of not one type but of two different types 
of cells : chondrogenic cells dominating in the proximal zone and chon-
droblasts mainly present in the distal zone. The role of the chondrogenic 
cells which do not resemble fibroblasts or mesenchymal cells, is not clear. 
Maybe these cells function as mother cells for the chondroblasts. Another 
possibility is that they may also differentiate into fibroblasts intended for 
the articular layer. Further research is needed related to the role of 
the chondrogenic cells. 
In contrast with the chondrogenic cells, the chondroblasts show many 
mitoses. It is therefore concluded that the chondroblasts are mainly 
responsible for the proliferation in the chondrogenic layer. Another new 
finding is the presence of capillaries in the chondrogenic layer of the 
condyle from the 19 days p.i. rat. 
From the culture experiments it is obvious that the condylar foetal car-
tilage of rats grows m length on the synthetic medium BGJ. This growth 
in length results from cartilage apposition at the chondrogenic layer. 
The histochemical properties of the in vitro formed cartilage correspond 
to those of the in vivo formed cartilage, as far as could be investigated 
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with the used techniques. Also the fine structure of the in vitro pro-
duced chondroblasts and chondrocytes suggests active functioning of 
these cells. Remarkable is the reaction caused by the addition of 10 % 
serum to the medium. The serum disturbed the growth and histologic 
organisation of the condylar cartilage and not of the epiphyseal cartilage, 
which was cultured under the same conditions as the condylar cartilage. 
This suggests that there is a difference between condylar and epiphyseal 
cartilage as regards the response to one or more biochemical factors in 
the serum. It deserves recommendation to pursue the investigation of 
the role of the serum and its components. 
The results of this investigation show clearly that the condylar cartilage 
is able to grow independent of in vivo environmental factors. Because this 
result is reached with a completely standardized culture method, e.g. 
synthetic medium, the possibility to study the influence of separate growth 
factors, such as hormones, vitamines, enzymes etc., on the condylar car-
tilage now exists. Such research may open new horizons to a chemico-
therapeutical regulation of the growth in the mandibular condyle. 
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STELLINGEN 
I 
In de chondrogene laag van de condylus mandibulae worden bij de rat 
twee verschillende soorten cellen aangetroffen : chondrogene cellen en 
chondroblasten. Vooral deze laatstgenoemde cellen zijn betrokken bij de 
proliferatie van het condylaire kraakbeen. 
Π 
De in de literatuur voorkomende benamingen voor de chondrogene laag 
van de condylus mandibulae zoals embryonale, mesenchymale, ongediffe­
rentieerde of mesodermale zone, kunnen beter niet worden gebruikt omdat 
de eveneens met deze adjectieven aangeduide celtypen niet in de ge­
noemde cellaag voorkomen. 
III 
Het feit dat het condylaire kraakbeen van de rat zowel in vitro als in 
vivo door kraakbeenappositie groeit, is een aanwijzing dat deze groei 
niet volledig door in vivo aanwezige milieufactoren wordt gereguleerd. 
IV 
Het is gewenst om te onderzoeken of de groei van het kraakbeen in de 
condylus mandibulae chemotherapeutisch kan worden beïnvloed. 
V 
Over de biologische processen die leiden tot botresorptie en botdepositie 
bij het orthodontisch verplaatsen van tanden en kiezen, is onvoldoende 
bekend. 

VI 
Een behandeling met zogenaamde « eenvoudige orthodontische appara-
tuur » behoeft niet altijd eenvoudig te zijn. 
VII 
Preventieve maatregelen tegen tandearles vallen primair onder de ver-
antwoordelijkheid van het individu zelf. 
VIII 
Landelijke en internationale coördinatie van het medisch wetenschappelijk 
onderzoek kan de vooruitgang van de medische wetenschap op econo-
mische wijze versnellen. 
IX 
Men kan Ш ft pas op hun juiste waarde schatten, als ze worden 
beschouwd als een uiting van pure Japanse kunst. 
X 
Het legale bezit van wapens dient minder beperkt te worden; het illegale 
bezit daarentegen moet meer bestreden worden. 
XI 
Het serieus opponeren door de promotor bij een promotie, dient als 
tegenstrijdig met de aard van het promotorschap te worden beschouwd. 
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